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ABSTRACT 
Bacillus subtilis bacteriophage SPP1 replication is tightly coupled to DNA recombination. SPP1 
replication initiates by a theta mechanism in one of the two replication origins (oriR and oriL), but 
how it shifts to late replication, where concatemeric DNA synthesis takes place, is undetermined. 
Bacteriophage SPP1 transcribes a number of genes involved in theta replication and 
recombination-dependent replication at early times after infection from early promoter 2 (PE2) and 
3 (PE3), respectively.  
In this work we established the requirements for initiation of concatemeric DNA replication, 
which is an origin-dependent event, might initiate at any of the two replication origins (oriL or 
oriR), provided that there is a replication block. The replication fork stalling, due probably to the 
barrier formed by G38P tightly bound to one of the origins of replication, might be followed by a 
replication fork reversal mechanism. Here, the annealing of the nascent leading- and lagging-
strand ends creates a Holliday junction (HJ). The data presented here demonstrate that the product 
of gene 44 (G44P, 27.5 KDa) which is a dimer in solution, binds specifically and with high affinity 
to several DNA recombination intermediates, but cleaves preferentially Holliday junctions and 
replicated D-loops. These data suggest a role for this enzyme in the shift from theta to 
concatemeric viral replication. G44P might provide the proper substrate for phage-encoded 
recombination proteins (G35P [a genuine recombinase], and G34.1P [a 5´ to 3´exonuclease]) to 
catalyze the formation of a D-loop intermediate that is then the substrate required for assembly of 
a new replication fork with the subsequent replication re-start and concatemeric DNA synthesis. 
This process seems to be independent on host-recombination proteins.  
When duplex DNA is altered in almost any way (replicated, recombined or repaired), single 
standed DNA is usually formed and single-stranded DNA binding proteins are present. SPP1 can 
use for DNA replication both host (SsbA) and viral SSBs (G36P). We have investigated the role of 
G36P as an organizar of replication and recombination complexes, and the role of the carboxy-
terminal domain of G36P (G36PCter) in protein-protein interaction. The interactome of G36P 
includes at least 5 proteins, coded by the host or the phage. The interactome was previously shown 
to include G35P and G40P and is extended in this study by the demonstration of the interaction of 
G36P with G38P, τ subunit of DNA polymerase holoenzyme and G44P. Most, if not all, of these 
interaction are no mediated by the amphipathic C-terminus of G36P. The C-terminal domain G36P 
is not required for the tetramerization of the protein and for binding to ssDNA. However, G36PCter 
has en effect on the stability of the G36P-ssDNA complex. Also we show that this domain is 
required for replication fork progress using an in vitro replication system..  
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1. INTRODUCCIÓN 	  
1.1 La replicación del DNA en procariotas 
 
La replicación es un proceso crucial del ciclo celular de todos los organismos, que 
permite que la información genética se transmita de una célula madre a las células hijas. 
Este proceso se ha estudiado extensivamente en bacterias y en sus bacteriófagos. 
 
En procariotas y en la mayoría de virus con DNA de doble cadena circular, la replicación 
empieza en un único origen de replicación, mientras que en los eucariotas y en las 
arqueas se encuentran normalmente múltiples orígenes en cada cromosoma lineal. El 
reconocimiento del origen, el reclutamiento de la maquinaria de replicación y la 
remodelación del complejo de replicación, son etapas comunes de la replicación de todos 
los organismos y son llevadas a cabo por múltiples proteínas. 
 
1.1.1 El comienzo de la replicación en Escherichia coli y Bacillus subtilis 	  
B. subtilis y E. coli son organismos utilizados como modelos para estudiar la replicación 
del cromosoma en bacterias Gram positivas y en bacterias Gram negativas, 
respectivamente. La comparación entre las proteínas implicadas en la replicación del 
DNA cromosómico de B. subtilis y E. coli revela similitudes y diferencias. 
 
En E. coli la replicación del cromosoma circular se inicia en la región oriC, donde 20-40 
monómeros de la proteína organizadora del replisoma DnaA unen cuatro repeticiones de 
una secuencia consenso de 9 nt llamada caja DnaA (Fuller, et al., 1984, Schaper & 
Messer, 1995), formando un complejo nucleoproteíco que se denomina complejo inicial 
(Fuller, et al., 1984, Bramhill & Kornberg, 1988). Sucesivamente, más monómeros de 
DnaA forman el complejo abierto catalizando el desanillamiento de una región 
constituida por tres repeticiones de una secuencia de 13 nt rica en AT. Probablemente 
este complejo abierto se mantiene gracias a la proteína SSB que cubre el DNA de cadena 
sencilla (Figura 1) (Bramhill & Kornberg, 1988, Marians, 2000). En B. subtilis las cajas 
DnaA de la región oriC están agrupadas en dos regiones no codificantes situadas a cado 
lado del gen dnaA. La replicación comienza cuando el organizador del replisoma DnaA, 
	  que presenta alta homología con DnaA de E. coli, une múltiples repeticiones de 16 nt 
(cajas DnaA) y desanilla la región adyacente rica en AT (Bramhill & Kornberg, 1988, 
Fukuoka, et al., 1990, Moriya, et al., 1992). La replicación procede bidireccionalmente: 
en dirección de las agujas del reloj cuando se inicia en le lado derecho de dnaA, y en 
sentido contrario cuando se inicia en el oriC izquierdo (Lemon KP, 2002). Además de 
DnaA, intervienen en la formación del primosoma de E. coli las proteínas DnaB, DnaC y 
DnaG que son respectivamente una helicasa replicativa (LeBowitz & McMacken, 1986), 
su cargador (Wahle, et al., 1989) y la primasa (Rowen & Kornberg, 1978). En B. subtilis 
se requieren la helicasa replicativa DnaC, que tiene homología con la helicasa DnaB de E. 
coli, la proteína DnaG, con actividad primasa, y las proteínas DnaB, DnaD, DnaI, cuya 
presencia de homólogos no es obvia en E. coli (Kunst, et al., 1997).  
 
La proteína DnaB de E. coli es un hexámero estable en forma de anillo que puede adoptar 
diferentes simetrías (C-3 y C6) (San Martin, et al., 1995). La proteína DnaC es una 
ATPasa que ensambla un complejo 6:6 con la helicasa hexamérica DnaB y que a su vez 
está unida a ATP (Wahle, et al., 1989, Learn, et al., 1997). DnaA unido a oriC recluta dos 
complejos DnaB6-DnaC6-ATP, interaccionando directamente con DnaB (Marszalek & 
Kaguni, 1994). Esto da lugar a la formación de dos horquillas de replicación que migran 
en direcciones opuestas desde oriC (Fang, et al., 1999). DnaB puede cargarse sola en el 
oriC, sin embargo, el cargado es más eficiente en presencia de DnaC, que facilita la 
apertura del anillo entre las subunidades de la helicasa y de tal forma que el DNA pueda 
pasar por el canal central. Cuando el ATP, unido a DnaC se hidroliza, DnaC se separa del 
complejo y la proteína DnaB queda activada (Davey & O'Donnell, 2003) (Figura 1). 
DnaB unida al complejo abierto cataliza el desanillamiento del DNA de doble cadena y 
recluta, mediante interacción física, la primasa DnaG (Lu, et al., 1996) y la subunidad τ 
de la polimerasa PolIII (Kim, et al., 1996). La actividad helicasa de DnaB es estimulada 
por la proteína de unión a cadena sencilla SSB (Arai & Kornberg, 1981, LeBowitz & 
McMacken, 1986) sin embargo, se ha demostrado que SSB inhibe la actividad ATPasa de 
DnaB (Arai & Kornberg, 1981). 
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Figura 1. El comienzo de la replicación en E. 
coli. (i) el DNA de E. coli con oriC (ii) DnaA 
se une a sus cuatro sitios de unión en oriC y 
desnaturaliza la región rica en AT; El DNA de 
cadena sencilla presumiblemente se recubre de 
SSB; (iii) La interacción proteína-proteína 
entre DnaA y DnaB recluta el complejo DnaB-
DnaC de modo que DnaB se une al DNA 
desnaturalizado en una región libre de SSB. 
(iv) Se cargan dos hexámeros de DnaB y se 
forman dos horquillas de replicación. Figura 
tomada del paper de Marians y colaboradores 
2000 (Marians, 2000). 
 
 
Mientras el cargado de la helicasa DnaB en E. coli es mediado por una única proteína 
(Marians, 2000), la helicasa DnaC de B. subtilis requiere tres cargadores: DnaD DnaB y 
DnaI (Velten, et al., 2003).  
 
La proteína DnaC (la helicasa replicativa homóloga a E. coli DnaB) de B. subtilis también 
pertenece a la familia de helicasas hexaméricas con forma de anillo (Dervyn, et al., 2001) 
y puede ensamblar autónomamente un hexámero (Velten, et al., 2003). Sin embargo, 
tanto el monómero como el hexámero son inactivos según ensayos in vitro. Para que la 
proteína se cargue correctamente se requiere que el cargador DnaI (el cargador de 
helicasa homóloga a E. coli DnaC) ensamble alrededor del DNA un complejo 
dodecamerico formado por un hexámero de DnaC y seis monómeros de DnaI en 
presencia de ATP (Velten, et al., 2003). Aún no se ha descrito con detalle la mecánica 
con la cual se inicia la replicación en B. subtilis, pero se sabe que la proteína DnaD (que 
no tiene correspondiente en E. coli) interacciona con DnaA en el origen oriC (Ishigo-
Oka, et al., 2001) formando el complejo oriC-DnaA-DnaD. Luego, el cargador DnaB, 
que lleva a cabo diferentes funciones, interacciona con DnaD (Bruand, et al., 2005) y 
coopera con DnaI como “co-cargador” de DnaC (Velten, et al., 2003, Nunez-Ramirez, et 
al., 2007), estimulando la actividad helicasa de DnaC. Cuando la helicasa se carga sobre 
el DNA cataliza el desanillamiento de la doble cadena, favoreciendo la formación del 
complejo abierto. Este complejo se mantiene abierto gracias a la proteína SsbA que 
estabiliza el DNA de cadena sencilla. 
 
	  En E. coli la helicasa DnaB recluta sobre el DNA a la proteína primasa DnaG que actúa 
sintetizando el cebador de la cadena líder y los fragmentos de Okazaki de la cadena 
retrasada. DnaG cataliza la síntesis de oligoribonucleótidos de 11 residuos 
aproximadamente (Zechner, et al., 1992, Xu & Marians, 2000) de forma dependiente de 
la presencia de la helicasa o de proteínas de unión a DNA de cadena sencilla. La 
interacción entre DnaB y DnaG en E. coli permite que la helicasa, en su movimiento por 
el DNA en dirección 5’-3’, transporte a la primasa. Las primasas de E. coli y Bacillus 
stearothermophilus interaccionan físicamente y funcionalmente con la proteína DnaB, 
mediante el dominio C-terminal (Soultanas, 2005). Es importante evidenciar que en B. 
stearothermophilus y en E. coli, la proteína helicasa homóloga a DnaC de B. subtilis, se 
denomina DnaB. La proteína DnaG de B. stearothermophilus, cataliza la síntesis de 22-
23 residuos, sin embargo existen mutantes de DnaB que reducen el tamaño de los 
oligonucleótidos  sintetizados (Thirlway & Soultanas, 2006) y mutantes que inhiben 
totalmente la actividad primasa. Mediante varios ensayos se ha demostrado que DnaB es 
capaz de modular la actividad de DnaG (Zechner, et al., 1992, Thirlway & Soultanas, 
2006).  
Las proteína DnaB de E. coli recluta además en el complejo abierto a la polimerasa, que 
empezará la síntesis del nuevo DNA (Dallmann, et al., 2000). 
 
1.1.2 La elongación de la replicación 	  
En E. coli, el holoenzima DNA polimerasa III está formado por diez proteínas que se 
pueden dividir en tres partes funcionales: i) el núcleo de la polimerasa, que está 
compuesto por las subunidades α, ε (que proporcionan, respectivamente, la actividad 
polimerasa y la actividad exonucleasa 3’-5’) y por la subunidad θ, con función 
desconocida (McHenry & Crow, 1979), ii) el factor de procesividad β2 (Kong, et al., 
1992), iii) el complejo DnaX que es el cargador del factor de procesividad que está 
formado por τ2γ2δδ’χψ (Dallmann & McHenry, 1995). En cambio, B. subtilis, como los 
eucariotas, codifica por dos diferentes polimerasas esenciales para la elongación de la 
replicación: PolC y DnaE (Bruck, et al., 2005). El dominio C-terminal de PolC posee 
actividad polimerasa (como la subunidad α de E. coli), mientras que el dominio N-
terminal tiene actividad exonucleasa y equivaldría a la subunidad ε de E. coli (Sanjanwala 
& Ganesan, 1989, Sanjanwala & Ganesan, 1991, Barnes, et al., 1994). La segunda 
polimerasa, DnaE, carece de la actividad exonucleasa y es homóloga a la subunidad α de 
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bacterias Gram negativas (Flett, et al., 1999). PolC es la responsable de la síntesis de la 
cadena líder del cromosoma, es rápida y fiel, mientras que para la síntesis de la cadena 
retrasada se requieren ambas polimerasas: PolC y DnaE. DnaE, en la síntesis de la cadena 
retrasada, sólo genera el molde y sucesivamente la polimerasa PolC lleva a cabo la 
replicación de la cadena (Sanders, et al., 2010).  
 
En B. subtilis el complejo DnaX está formado por la subunidades τδδ’, y el factor de 
procesividad está formado por la subunidad β. La presencia de la subunidades θ, γ, χ y ψ 
no es evidente en bacterias Gram-positivas (Bruck & O'Donnell, 2000, Noirot-Gros, et 
al., 2002). El gen dnaX de B. subtilis codifica por una proteína de 63 kDa, la subunidad τ, 
que tiene gran homología en toda la secuencia con otras proteínas equivalentes en Gram 
positivas y sólo en el amino-terminal con proteínas Gram negativas. Se demostró que la 
subunidad τ de bacterias Gram positivas, como Streptococcus pyogenes y Staphylococcus 
aureus, interacciona débilmente con el fuerte complejo δδ’ para formar el cargador del 
factor de procesividad τδδ’ (Bruck & O'Donnell, 2000, Bruck, et al., 2005). Este último 
complejo utiliza la energía de hidrólisis del ATP para abrir el anillo β y cargar el factor de 
procesividad sobre el DNA. Se sabe además que la helicasa DnaB y la primasa DnaG de 
Geobacillus stearothermophilus forman con la subunidad τ de B. subtilis un núcleo 
estructural, dónde la helicasa actúa como conector entre la primasa y τ (Chintakayala, et 
al., 2009). 
 
1.1.3 La proteína SSB 	  
La proteína SSB es una proteína esencial que interviene en los procesos de replicación, de 
recombinación y de reparación del DNA. SSB une con alta afinidad al DNA de cadena 
sencilla para protegerlo de la digestión por parte de nucleasas y para prevenir la 
formación de estructuras secundarias de manera que otras proteínas puedan cargarse 
sobre el DNA.  
 
En E. coli la proteína SSB presenta un dominio N-terminal (residuos 1-115) llamado OB, 
del inglés oligonucleotide/oligosaccharide-binding que permite a la proteína unirse al 
DNAcs a través de una combinación de interacciones electrostáticas con el esqueleto 
fosfodiéster y de apilamiento con las bases de los nucleótidos (Casas-Finet, et al., 1987, 
Overman & Lohman, 1994). La proteína SSB puede unirse al DNA de forma altamente 
cooperativa, formando filamentos a lo largo del DNA; es un homotetrámero que tiene 
	  múltiples modos de unión, según sean las concetraciones de NaCl y Mg2+, que difieren en 
el número de monómeros que interaccionan con el DNA de cadena simple (Meyer & 
Laine, 1990, Lohman & Ferrari, 1994). El modo de unión (SSB)65 se da cuando 65 
nucleótidos de un DNA de cadena sencilla son cubiertos e interaccionan con los cuatros 
monómeros que forman el homotetrámero, mientras que en la modalidad de unión 
(SSB)35, 35 nucleótidos interaccionan sólo con dos monómeros de SSB (Shereda, et al., 
2008). Las estabilidades relativas de los diferentes modos de unión entre SSB y el DNA 
dependen de la concentración de sal, de magnesio y de la presencia de poliaminas, 
espermina y espermidina (Lohman & Overman, 1985, Bujalowski & Lohman, 1986, 
Vellani & Myers, 2003). La modalidad (SSB)65 es favorecida a concentraciones de sal por 
encima de 200 mM, mientras la modalidad (SSB)35 es favorecida a alta proporción de 
SSB frente ssDNA (Griffith, et al., 1984, Lohman, et al., 1986). 
Se ha demostrado que la proteína SSB de E. coli une a través del dominio C-terminal por 
lo menos 14 proteínas implicadas en replicación, recombinación y reparación del DNA 
(Shereda, et al., 2008). En B. subtilis la proteína SsbA interacciona a través del dominio 
C-terminal con 12 proteínas (Costes, et al., 2010), lo que sugiere que existe un 
mecanismo conservado por el que las proteínas de replicación, recombinación y 
reparación pueden reconocer y unirse a SSB. La secuencia Asp-Phe-Asp-Asp-Asp-Ile-
Pro-Phe que constituye el dominio C-terminal de SSB de E. coli está altamente 
conservada en bacterias (Lu & Keck, 2008). Debido a su alta densidad de residuos de 
aspartato, esta región se denomina “cola ácida”. Estudios con mutantes de SSB han 
revelado que en ausencia del dominio C-terminal, las proteínas mutantes pueden formar 
homotetrámeros, sin embargo el equilibrio se desplaza hacía la formación de complejos 
(SSB)35, lo que sugiere que las interacciones de las proteínas con el C-terminal podrían 
regular la transición del modo de unión (Roy, et al., 2007). En E. coli la ausencia de los 
últimos 10 aminoácidos de SSB en E. coli da lugar a células inviables (Curth, et al., 
1996), mientras que en B. subtilis la ausencia de los últimos 35 aminoácidos del dominio 
C-terminal de la proteína SsbA da lugar a células sensibles a la temperatura y al daño 
provocado por la luz ultravioleta (Costes, et al., 2010). 
Hasta ahora se ha demostrado que la proteína SSB de E. coli interacciona con la DNA 
polimerasa PolIII a través de la subunidad χ y que la interacción se da mediante el 
dominio C-terminal de SSB (Kelman, et al., 1998). La interacción χ-SSB juega un papel 
fundamental en el desplazamiento de la primasa del cebador de RNA (Yuzhakov, et al., 
1999). Cuando la primasa sintetiza el cebador, se une fuertemente a éste para protegerlo 
de la acción de otras proteínas. Sin embargo, es necesario que la primasa se desplaze para 
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permitir el cargado del factor de procesividad β. La subunidad χ se encarga de desplazar a 
la primasa. En este proceso interviene la proteína SSB que, interaccionando con las 
proteínas primasa y χ, promueve el desplazamiento de la primasa a favor del cargado de β 
(Yuzhakov, et al., 1999) Aún no se ha identificado el dominio con el cual SSB 
interacciona con la primasa, pero se apuesta que primasa y χ compitan para unirse en el 
extremo C-terminal (Shereda, et al., 2008). La proteína SSB interviene además en el 
proceso de reensamblado de la horquilla de replicación. Se ha demostrado que la proteína 
PriA puede interaccionar y desplazar SSB de un DNA de cadena sencilla (Arai, et al., 
1981, Allen & Kornberg, 1993) y que SSB estimula la actividad helicasa de PriA (Jones 
& Nakai, 1999, Cadman & McGlynn, 2004). Analizando un mutante de delección de SSB 
en el que se han truncado los último 10 aa del dominio C-terminal se corroboró que éste 
no era capaz de estimular la actividad helicasa de PriA, por lo tanto también en este caso 
la interacción parece producirse a tráves del dominio C-terminal (Cadman & McGlynn, 
2004).  
En B. subtilis la proteína SsbA, es un proteína de 172 residuos que une con alta afinidad 
DNA de cadena sencilla (Manfredi, et al., 2008). Su dominio C-terminal también está 
enriquecido en aminoácidos ácidos y es el responsable de la interacción con 12 proteínas 
implicadas en replicación, recombinación y reparación del DNA (Costes, et al., 2010). En 
particular, se ha demostrado que la proteína SsbA interacciona a través del dominio C-
terminal con la helicasa PriA (Costes, et al., 2010). Además, recientemente se ha 
publicado que SsbA interacciona con la proteína DnaE (Rannou, et al., 2013). 
 
1.1.4 Re-ensamblado de la horquilla de replicación 	  
Una vez que el replisoma está ensamblado en el origen de replicación, comienza la 
síntesis del DNA. Sin embargo, durante su movimiento a lo largo del cromosoma, la 
horquilla de replicación a menudo encuentra daños en la cadena molde, que en algunos 
casos pueden ser eludidos por la maquinaria de replicación que continúa su síntesis 
dejando atrás un hueco de DNA de cadena sencilla que será reparado por proteínas de 
reparación de DNA y de recombinación (Langston & O'Donnell, 2006). 
 
Para prevenir el bloqueo de la replicación, algunas polimerasas con baja fidelidad son 
capaces de incorporar un nucleótido aunque el molde se encuentre dañado, y después, 
reanudan la síntesis con alta fidelidad (Tippin, et al., 2004, Friedberg, et al., 2005). En 
	  otros casos, la horquilla de replicación no puede evitar el daño, o bien puede encontrar 
durante su movimiento proteínas que bloquean su paso y que llevan a cabo el 
desensamblado de la horquilla de replicación (Haber, 1999). Para que este efecto no sea 
letal es necesario que el daño sea reparado, o bien que se elimine el obstáculo, para que la 
horquilla de replicación pueda re-ensamblarse (Kuzminov, 1995, Liu & Marians, 1999, 
Cox, et al., 2000). En procariotas el mecanismo de re-ensamblado es llamado 
“Replicación Dependiente de Recombinación (RDR)” mientras que en eucariotas se 
denomina “ Replicación Inducida por Corte”. 
El re-ensamblado de la horquilla requiere proteínas específicas que actúan en distintos 
pasos y que se intervienen según el tipo de daño que ha determinado la parada de la 
replicación (Marians, 2004, Michel, et al., 2004). Una proteína clave de este proceso es 
PriA, una helicasa que une con alta afinidad y especificidad bucles-D, estructuras 
formadas por un DNA superenrollado invadido por un fragmento de DNA homólogo 
(Nurse, et al., 1999), y que promueve el reclutamiento de DnaB sobre el DNA de cadena 
sencilla sin la necesidad de la presencia del organizador del replisoma DnaA (Liu & 
Marians, 1999). Este paso determina el re-ensamblado de la horquilla de replicación 
(Figura 2).  
 
Figura 2. Esquema del cargado de la helicasa DnaB 
dependiente del control de PriA en E. coli. PriA 
reconoce el bucle-D y se une el extremo 3’ de la cadena 
invasora. Cargado del complejo PriA–PriB–DnaT en el 
bucle-D (i) y (ii). Se recluta el complejo DnaB-DnaC, 
probablemente mediante la interacción con DnaT. A 
continuación es posible que la proteína DnaC una, en la 
cadena desplazada, DNA de cadena sencilla libre de SSB 
(iii). Este evento conduce al cargado de la helicasa DnaB 
en la hebra desplazada del bucle-D. Cuando el primosoma 
se carga en la cadena desplazada de un bucle-D el 
extremo 3’-OH de la cadena invasora es utilizado como 
cebador para la síntesis de la cadena líder. En azul se 
muestra la cadena parental y en rojo la cadena de nueva 
síntesis. Figura tomada del paper de Marians 2000 
(Marians, 2000). 
 
 
En E. coli se identificaron como proteínas necesarias para la replicación PriA, PriB, PriC, 
DnaB, DnaC, DnaG y DnaT, sin embargo, sólo DnaB, DnaC y DnaG eran esenciales para 
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iniciar la replicación desde oriC (Heller & Marians, 2006). En cambio, B. subtilis 
requiere únicamente PriA, DnaB (que no tiene que ser confundida con la helicasa 
replicativa de E. coli) DnaD y DnaI. En esta bacteria la presencia de PriB, PriC y DnaT 
no es obvia (Lecointe, et al., 2007). 
 
 
1.2 El bacteriófago SPP1 
 
SPP1 es un fago lítico que se aisló por primera vez en Pavia (Subtilis Phage Pavia) y que 
infecta B. subtilis (Riva, et al., 1968). Se sabe que la infección se da por absorción y que 
aproximadamente el 90% del DNA de SPP1 se transfiere en el interior de la célula tras 10 
minutos de incubación (Zsigray, et al., 1973). Se ha publicado recientemente, que durante 
la infección, la interacción entre SPP1 y su receptor de membrana YueB provoca en B. 
subtilis una rápida despolarización de la membrana que depende de la concentración de 
YueB en la superficie celular y de la concentración de calcio presente en el medio. Esta 
despolarización facilita la entrada del DNA dentro de la célula (Jakutyte, et al., 2012). 
El DNA de SPP1 tiene una longitud de 44,007 pb, mientras que el DNA empaquetado es 
de 45.5 kb y presenta una redundancia en la parte terminal del 4% (Morelli, et al., 1979, 
Tavares, et al., 1996). Después de la inyección del DNA lineal, el cromosoma de SPP1 se 
recirculariza gracias a la homología entre los extremos por un proceso poco conocido, 
que requiere la proteína ligasa del hospedador. A continuación empieza la trascripción de 
sus genes. Estudios realizados in vivo e in vitro demuestran que existen cinco promotores 
tempranos (PE1-PE5) y cinco promotores tardíos (PL1-PL5) (Montenegro & Trautner, 
1981, Stuber, et al., 1981, Tailor, et al., 1985, Chai, et al., 1992, Chai, et al., 1993, Pedre, 
et al., 1994) (Figura 3). Los productos de los operones PE1 (que regula las expresión de 
los genes aguas abajo del gen 45.1) y PE4 (que regula las expresión de los genes aguas 
abajo del gen 33) no son esenciales. Mientras que PE2 y PE3 (que regulan las expresión de 
los genes aguas abajo del gen 37.3 y del gen 34) contienen genes esenciales (Tailor, et al., 
1985, Chai, et al., 1992, Chai, et al., 1993, Pedre, et al., 1994). El promotor PE5 aún no 
ha sido caracterizado. El operón regulado por PE2 contiene genes implicados en el 
comienzo de la replicación, y el operón regulado por PE3 los genes implicados en 
recombinación. Los operones tardíos codifican por proteínas estructurales del virión 
(Esche, 1975). 
	  	  
 
Figura 3. El cromosoma de SPP1. Las dos barras principales denotan la secuencia madura del 
fago (1 a ~ 45,9 kb). Con los números dentro de la barra se indican los 16 fragmentos de DNA que 
se obtienen cortando el DNA con la enzima EcoRI. En naranja se indican las regiones con genes 
prescindibles, en amarillo oscuro los genes tempranos, en amarillo claro los genes tardíos. El 
fragmento EcoRI-13t tiene un extremo generado por digestión con EcoRI y el otro generado 
mediante corte en el sitio pac por la enzima terminasa. La región pac se encuentra dentro de 
fragmento de DNA EcoRI-1. Para presentar el total del fragmento EcoRI-1, las primeras 718 pb 
(indicadas con el fragmento 13t) se muestran de nuevo en la barra inferior (fragmento sin color). 
Por lo tanto, el gen 1 también se presenta dos veces. Las casillas moradas indican los productos 
génicos que han sido genéticamente o bioquímicamente caracterizados, mientras las azules 
representan los genes con función desconocida. Figura tomada del paper de Alonso y 
colaboradores 1997 (Alonso, et al., 1997). El gen 44 se caracterizó en este trabajo.  
 
La procápside de SPP1 es esférica y está compuesta por la proteína portal G6P, la 
proteína menor de la cápside G7P, la proteína estructural G11P, y la proteína mayor de la 
cápside G13P (Becker, et al., 1997, Droge & Tavares, 2000). Una vez formada la 
procápside el DNA tiene que ser empaquetado en ella. El empaquetamiento requiere el 
montaje de una compleja maquinaria en un sitio específico de la procápside. La 
maquinaria de empaquetamiento se compone de la proteína portal G6P, que proporciona 
un túnel para la entrada del DNA, de la subunidad grande de la terminasa con actividad 
ATPasa, G2P, que genera la energía para la translocación del DNA (Camacho, et al., 
2003) y de la subunidad pequeña de la terminasa, G1P, que media la interacción con el 
DNA que se tiene que empaquetar (Chai, et al., 1992). En particular G1P reconoce los 
sitios de empaquetamiento pacL (extremo de DNA que no se encapsida, o izquierdo) y 
pacR (extremo de DNA que se encapsida, o derecho) en una molécula lineal de DNA 
(Camacho, et al., 2003) y forma una estructura nucleoproteíca que sitúa a G2P. A su vez, 
la proteína G2P interacciona físicamente con la proteína portal G6P (Oliveira, et al., 
  INTRODUCCIÓN 
 
	  
11	  
2010). Finalmente la proteína G2P cataliza dos cortes en cada una de las regiones 
llamadas cajas-b que se sitúan dentro de la secuencia pacC que se encuentra entre las 
secuencias pacL y pacR .  
Sólo el DNA de doble cadena concatemérico, formado por múltiples copias de genoma en 
una misma molécula, puede ser empaquetado (Gual, et al., 2000). Este tipo de DNA se 
produce mediante un mecanismo de replicación llamado replicación tipo σ. El DNA se 
empaqueta hasta llenar la procápside (por lo que es llamado empaquetamiento por cabeza 
llena), lo que supone que, a partir del sitio pac, se empaqueta un 104% del genoma del 
fago. Entonces G2P corta el DNA en una región distinta a pac y la procápside pasa a su 
estado maduro de estructura icosaédrica. (Becker, et al., 1997, Lurz, et al., 2001). El poro 
se cierra gracias a las proteínas G15P y G16P que completan la cabeza para evitar que el 
DNA empaquetado se libere (Becker, et al., 1997, Lurz, et al., 2001, Orlova, et al., 2003). 
Finalmente la cola formada por la proteína G17.1P completa el ensamblaje de la 
estructura del virión. La segunda procápside que se llena comienza a empaquetar el DNA 
en el sitio donde se terminó de empaquetar la primera molécula del genoma, dando lugar 
a una población cuyos genomas son redundantes (104%) y permutados (cada uno tiene 
una secuencia diferente duplicada). 
SPP1 provoca la lisis de su hospedador circa 30 minutos después de la infección a 37ºC. 
Aún no se ha descrito el mecanismo de lisis pero parece que en este proceso estarían 
implicadas las proteínas G25P y G26P que presentan un 37% y un 46% de homología de 
secuencia, respectivamente, con la proteína N-acetilmuramil-1-alanina amidasa y con la 
proteína holina de B. subtilis o Bacillus licheniformis (Bendtsen, et al., 2002). 
 
1.2.1 El comienzo de la replicación en SPP1: la replicación tipo θ 	  
Tras la infección, el DNA lineal de SPP1 circulariza mediante su extremos redundantes. 
Como otros virus con DNA circular, el comienzo de la replicación depende de un origen 
(ori), y la replicación es de tipo θ. Sin embargo, tras una o más rondas de replicación, 
ocurre un cambio de replicación a tipo σ (replicación dependiente de recombinación, 
RDR). Este cambio es necesario para generar concatémeros, que son indispensables para 
el correcto empaquetamiento del DNA en la procápside viral, y para que el DNA se 
duplique con un alto rendimiento (Taylor & Wegrzyn, 1995, Ayora, et al., 2002). El 
cambio de replicación de tipo θ a tipo σ ocurre también en otros fagos, como por ejemplo 
λ, en virus de la familia herpes virus del tipo I, y en la replicación de mitocondrias y 
	  	  
cloroplastos (Skalka, 1977, Ling & Shibata, 2004, Oldenburg & Bendich, 2004, Strang & 
Stow, 2005, Shutt & Gray, 2006, Pohjoismaki, et al., 2009, Szczepanska, 2009). 
 
La replicación tipo θ de SPP1 es unidireccional y comienza probablemente en un origen 
de replicación. Estudios de microscopía electrónica han mapeado que el inicio de la 
replicación se da en una región que se encuentra a la distancia aproximada de 0,16 Kb 
respecto al extremo terminal izquierdo del genoma de SPP1 (Ganesan, 1976). En esta 
región se encuentra la secuencia oriL (Missich, et al., 1997). Sin embargo, utilizando 
timidina radioactiva en experimentos de pulso y caza, se mapeó como sitio de inicio de la 
replicación una región que se encuentra a una distancia aproximada de 0,2 Kb respecto al 
extremo terminal derecho (McIntosh, et al., 1978), donde se sitúa oriR (Alonso, et al., 
1997). 
El comienzo de la replicación requiere tres genes esenciales que se descubrieron mediante 
el análisis de mutantes de SPP1. Los genes 38, 39 y 40, que se trascriben a partir del 
promotor E2, codifican respectivamente para la proteína de iniciación de la replicación, el 
cargador de la helicasa, y la helicasa replicativa (Alonso JC, 2006, Heller & Marians, 
2006). Experimentos genéticos realizados con mutantes termosensibles demostraron que 
además de las proteínas G38P, G39P, y G40P, la replicación tipo θ de SPP1 requiere la 
proteína primasa (DnaG), la holoenzima DNA polimerasa y las topoisomerasas, 
codificadas por el huésped (Pedre, et al., 1994). Experimentos in vitro demostraron que 
G38P se une a las dos regiones oriL y oriR. oriL se encuentra dentro del gen 38, y 
muestra un alto grado de identidad con oriR, situado en una región no codificadora a 12 
Kb de distancia (Pedre, et al., 1994). Ambas regiones presentan cinco repeticiones de dos 
tipos de 10 pb (cajas A y B) situadas antes de una región rica en AT de 30 pb, pero la 
proteína G38P se une a oriR con una afinidad 3-4 veces menor que a oriL (Missich, et al., 
1997). Ensayos in vitro han revelado que múltiples copias del monómero de G38P se 
unen a oriL or oriR, lo que presumiblemente de lugar a la formación del complejo abierto 
(Pedre, et al., 1994, Missich, et al., 1997, Ayora, et al., 1999). Para estabilizar el DNA de 
cadena sencilla es probable que sea necesaria la presencia de G36P, que es la proteína de 
unión a cadena sencilla codificada por SPP1. En presencia de ATP, la helicasa 
hexamérica G40P interacciona con su cargador G39P (Barcena, et al., 1998, Ayora, et al., 
1999) y según el modelo actual el complejo G39P-G40P-ATP interacciona a través de 
G39P con G38P, unido a oriL. De esta forma la helicasa se carga en el origen, mientras el 
complejo G38P-G39P abandona el complejo de replicación (Ayora, et al., 1998). Una vez 
que la helicasa queda sola en el complejo es completamente activa. G40P cataliza el 
desanillamiento del DNA y carga en la horquilla de replicación de SPP1 la proteína 
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primasa, o DnaG, de B. subtilis por interacción directa proteína-proteína (Ayora, et al., 
1998, Barcena, et al., 1998, Lecointe, et al., 2007) y la holoenzima DNA polimerasa III 
por su interacción con la proteína τ (Martinez-Jimenez, et al., 2002). Una vez que la 
polimerasa se sitúa en el primosoma, la replicación comienza dando como producto 
moléculas circulares del genoma. 
La helicasa G40P tiene una homología de secuencia del 46% con DnaB de B. 
stearothermophilus y del 36% con DnaB de E. coli. G40P posee múltiples actividades 
enzimáticas: G40P une e hidroliza NTP en presencia de magnesio, une DNA de cadena 
sencilla, y desaparea el DNA de cadena doble con una polaridad estricta 5’-3’ (Ayora, et 
al., 2002). En solución es un hexámero que se desensambla para permitir que el DNA 
entre en su cavidad central. La estructura por difracción de rayos X del monómero de 
G40P revela que la proteína posee un dominio N-terminal globular, compuesto por cuatro 
α-hélices (h1-h4), como la proteína DnaB de E. coli (Fass, et al., 1999, Weigelt, et al., 
1999), una región conectora, compuesta por dos α-hélices (h5-h6) antiparalelas que 
forman una horquilla tipo α; y un dominio C-terminal similar a RecA, con actividad 
ATPasa, compuesto por nueve barriles beta tipo sándwich con tres α-hélices en cada lado. 
El monómero de G40P puede tener dos conformaciones diferentes, llamadas cis, cuando 
la horquilla tipo α se posiciona hacía el dominio C-terminal de la proteína, y trans, 
cuando se posiciona hacia el lado opuesto. Ambas conformaciones, cis y trans, participan 
en la formación del hexámero que puede tener dos simetrías diferentes (Wang, et al., 
2008). Estudios de mutantes de G40P demuestran que deleciones en el dominio N-
terminal reducen la actividad helicasa de la proteína, y que la adicional deleción de 
algunos aminoácidos de la región conectora provoca la pérdida completa de la actividad 
(Wang, et al., 2008). Además el dominio N-terminal juega un papel fundamental en la 
uni-direccionalidad 5´-3’de la actividad helicasa (Mesa, et al., 2006). 
La helicasa G40P es una de las helicasas replicativas para las que se conoce una mayor 
variedad de moduladores: es activada por la primasa DnaG, con la cual interacciona 
mediante el dominio N-terminal (Wang, et al., 2008), por la polimerasa de Bacillus 
subtilis (Ayora, et al., 1998, Martinez-Jimenez, et al., 2002) y también ha sido descrita su 
interacción con otras dos proteínas del fago (G35P y G36P) (Ayora, et al., 1998). En 
particular, se ha demostrado que G40P interacciona con la polimerasa a través de la 
subunidad de τ. La interacción entre el hexámero de G40P y el tetrámero de τ se da en la 
región C-terminal de ambas proteínas, con una estequiometria 1:1 (Martinez-Jimenez, et 
al., 2002). Es probable que a su vez la subunidad τ interaccione con las polimerasa DnaE 
y PolC (Figura 4), puesto que en S. pyogenes esta proteína participa en la formación de 
	  	  
ambos complejos PolC2βτ4δδ’ y DnaE2βτ4δδ’ (Bruck & O'Donnell, 2000).  
 
Figura 4. Modelo de la interacción de τ con el 
replisoma. El C-terminal de τ interacciona con la 
helicasa. Figura tomada del paper de Martinez-
Jimenez y colaboradores 2002 (Martinez-Jimenez, 
et al., 2002) 
 
 
 	  	  
1.2.2 La replicación concatemérica en SPP1 
 
La horquilla de replicación durante la elongación del DNA puede sufrir una parada por la 
presencia de proteínas que impiden el avance de la horquilla o debido a la presencia de 
daños en la secuencia. En la replicación de SPP1, se sabe que en etapas tempranas se 
forman múltiples copias de DNA circular y que a continuación ocurre un cambio de 
replicación que genera varias copias de DNA concatemérico que será empaquetado en las 
procápsides virales (Alonso JC, 2006). El cambio de replicación es independiente de las 
proteínas de recombinación (RecA, RecF, RecO, RecG, RecU, RuvAB y AddAB) 
(Ayora, no publicado) y de las proteínas de replicación (PriA, DnaB y DnaD) del huésped 
(Ayora, et al., 2002, Lecointe, et al., 2007) pero, requiere la proteína G35P (Burger & 
Trautner, 1978, Weise, et al., 1994). Estudios de sedimentación han revelado que células 
de B. subtilis infectadas a temperaturas no permisiva, con mutantes termosensibles del 
fago SPP1 en G35P (tsI20F y tsI17) sintetizan un porcentaje menor de DNA 
concatemérico frente a las células infectadas con el fago SPP1 silvestre. Además, las 
células infectadas con éstos mutantes acumulan copias de DNA con una longitud de 30-
35 Kb (Burger & Trautner, 1978), lo que sugiere un fenotipo de parada de replicación. 
 
La proteína G35P, es una proteína de 32 kDa, que cataliza el anillamiento de cadena 
sencilla entre un DNA de cadena sencilla circular y una cola homóloga 3’ de un DNA de 
cadena doble, independiente de ATP (Ayora, et al., 2002). Aún no se conoce la estructura 
de la proteína pero se cree que, por homología de secuencia con otras recombinasas que 
pertenecen a la superfamilia RecT, en su dominio C-terminal se sitúan aminoácidos que 
podrían estar implicados en la coordinación con el magnesio, necesario como cofactor 
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para la actividad (Iyer, et al., 2002). G35P pertenece a la superfamilia de recombinasas 
RecT, cuyos miembros más estudiados son la proteínas RecT, codificada por el profago 
defectivo Rac de E. coli, y Redβ, codificada por el fago λ. Estudios de microscopía 
electrónica revelan que las recombinasas de la familia RecT pueden formar anillos y 
filamentos en presencia y en ausencia de DNA de cadena sencilla (Thresher, et al., 1995, 
Passy, et al., 1999, Ayora, et al., 2002). Recientemente se ha observado por microscopía 
de fuerza atómica que la proteína Redβ sola no forma anillos, forma hélices que en 
presencia de DNA de cadena sencilla desaparecen. Redβ forma filamentos estables sólo 
cuando cataliza el anillamiento de dos cadenas de DNA de cadena sencilla 
complementarias entre sí (Erler, et al., 2009). En cambio, G35P forma con el DNA de 
cadena sencilla filamentos estables (Ayora, et al., 2002). Normalmente, los genes que 
codifican por estas recombinasas se encuentran en el mismo operón que transcribe por 
una exonucleasa 5’-3’, con las cuales estas proteínas suelen interaccionar (Muyrers, et al., 
2000, Datta, et al., 2008). Los genes que codifican por las proteína G34.1P y G35P de 
SPP1 se transcriben bajo el mismo operón PE3 (Figura 3). No se ha demostrado una 
directa interacción entre la exonucleasa 5’-3’ G34.1P de SPP1 y G35P, pero se ha 
observado que la recombinasa puede estimular la actividad exonucleasa en presencia de 
DNA de doble cadena (Martinez-Jimenez, et al., 2005). Sin embargo, se sabe que la 
proteína G35P interacciona con la helicasa G40P y con la proteína de unión a cadena 
sencilla G36P, pero todavía no se conoce el significado biológico de la interacción 
(Ayora, et al., 2002). Actualmente no se han descrito más interacciones entre 
recombinasas de la superfamilia RecT y otras proteínas implicadas en replicación o 
recombinación. 
La proteína G34.1P se cree que es específica en la replicación tipo σ. Es una proteína de 
36 kDa que no presenta homología relevante con nucleasas de otros sistemas de 
recombinación, como por ejemplo RecE (que empareja con RecT) o Redα (que empareja 
con Redβ). G34.1P es capaz de digerir tanto DNA de cadena sencilla, como DNA de 
cadena doble, sin embargo la eficiencia en el segundo sustrato es mayor. Como RecE y 
Redα, requiere magnesio para su actividad, y su eficiencia es máxima a pH alcalino 
(Vellani & Myers, 2003, Martinez-Jimenez, et al., 2005). Por su actividad exonucleasa la 
proteína G34.1P facilita la acción recombinasa de la proteína G35P, al generar en un 
sustrato de DNA de cadena doble una cola de cadena sencilla en el extremo 3’, en la cual 
la recombinasa pueda unirse y catalizar el anillamiento en una secuencia de DNA 
homóloga (Martinez-Jimenez, et al., 2005). 
Bajo el control del operón PE3, aguas abajo del gen 35 se encuentra el gen 36. G36P es 
	  	  
una proteína de 18 kDa que tiene un alto grado de homología con otras proteínas fágicas 
y bacterianas por lo que se le atribuye la función de proteína de unión a cadena sencilla 
(SSB) (Alonso, et al., 1997). Las SSB suelen tener gran afinidad por DNA de cadena 
sencilla de forma que son protectoras de estas zonas frente al ataque de exonucleasas y 
endonucleasas. En general, no son específicas de secuencia (Chase & Williams, 1986) y 
su estado oligomérico en solución es variable. La SSB de E. coli es un homotetrámero 
(Chase & Williams, 1986), g32p del fago T4 y P5 de Φ29 son monómeros (Gutierrez, et 
al., 1991, Shamoo, et al., 1995), mientras que en organismos termófilos son 
homodímeros (Dabrowski, et al., 2002, Eggington, et al., 2004). Se ha descrito que G36P 
interacciona con G35P (Ayora, et al., 2002) y que estimula la actividad de intercambio de 
cadena de la recombinasa (Martinez-Jimenez, et al., 2005). En otro virus que codifican 
por recombinasas de la familia RecT (Rac y Redβ) no se han identificado proteínas de 
unión a DNA de cadena sencilla tipo SSB.  
En base a datos bioquímicos obtenidos in vitro, se propuso un modelo del cambio de 
replicación de tipo θ a tipo σ. Según el modelo, la replicación del genoma de SPP1 
empezaría por tipo θ y tras una o más rondas de replicación sería bloqueada por la 
proteína G38P, que unida a oriR podría actuar como barrera para la maquinaria de 
replicación. Eso daría lugar a una rotura de la doble cadena, una regresión de la horquilla 
de replicación, y a la consecuente formación de una estructura de cuatro ramas o 
intermedio de Holliday (Seigneur, et al., 1998). La resolución de este intermedio podría 
ser llevada a cabo por una proteína de SPP1 actualmente desconocida que generaría un 
extremo de doble cadena. Este sustrato es procesado por G34.1P, la proteína exonucleasa 
5’-3’, que genera un DNA de cadena sencilla en el cual la proteína G35P puede cargarse 
(Martinez-Jimenez, et al., 2005). La proteína G35P promueve la invasión del DNA de 
cadena sencilla en un DNA homólogo de doble cadena (Ayora, et al., 2002) (Figura 5 a y 
b).  
En otra molécula de DNA, la proteína G38P se encontraría unida al origen y con la ayuda 
de la proteína G36P podría estar formando un complejo abierto en el cual la proteína 
G35P podría catalizar la invasión de la doble cadena. Se sabe que la proteína G35P 
interacciona con las proteínas G36P, la cual podría favorecer su cargado, y con la helicasa 
G40P. La helicasa podría cargarse o bien interaccionando con G35P, o mediante su 
cargador G39P. El cargado de G40P permite el ensamblaje de la maquinaria de 
replicación constituida por la primasa DnaG y las polimerasas PolC y DnaE.  
La invasión de DNA de cadena sencilla catalizada por la proteína G35P en un DNA de 
cadena doble homólogo forma un intermedio de recombinación llamado bucle-D. Se cree 
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que la síntesis concatemérica pueda iniciarse a partir de este sustrato. Se propusieron dos 
modelos para explicar cómo empezaría la replicación concatemérica en SPP1. En el 
primer modelo (en la Figura 5 c1), tras la invasión del DNA de doble cadena catalizada 
por G35P, se reconstituye el replisoma y el extremo 3’-OH del DNAcs invasor es 
utilizado como cebador para la síntesis de DNA. Una vez restablecida la replicación, una 
endonucleasa desconocida podría cortar específicamente la estructura bucle-D (Martinez-
Jimenez, et al., 2005) (Figura 5 c2). La síntesis de DNA concatemérico podría 
reanudarse a partir del extremo 3’-OH generado de forma similar a lo que ocurre en la 
replicación de círculo rodante de plásmidos (Figura 5 c3 y c4) En tal hipótesis el 
mecanismo de replicación sería semiconservativo (Khan, 2005). En el segundo modelo 
propuesto, una vez restablecida la replicación como indicado anteriormente (Figura 5 
c1), debido a la extrusión del DNA de nueva síntesis y por migración de la burbuja de 
replicación, la síntesis de DNA seguiría con un mecanismo de replicación conservativo 
(Figura 5 c5 y c6) dando lugar a un DNA concatemérico (Formosa & Alberts, 1986).  
  
	  	  
Figura 5. Modelos de iniciación 
de la replicación concatemérica 
en SPP1. La proteína G38P 
(óvalos rojos) unida a oriR 
detiene la progresión del 
replisoma produciendo una 
parada de la replicación y una 
rotura o en la cadena retrasada 
(a) o en la cadena líder (b). La 
exonucleasa dimérica 3’-5’ 
G341P (comecocos) procesa el 
extremo, la recombinasa G35P 
(óvalos amarillos) filamenta 
sobre el extremo 3’ de DNA de 
cadena sencilla y a partir de este 
sustrato invade otra molécula de 
SPP1. En (a) y en (b) el molde 
para la síntesis de la cadena líder 
se muestra en verde, el molde de 
la cadena  retrasada en negro y el 
DNA de nueva síntesis en azul. 
Se sugieren dos modelos de 
iniciación de la replicación 
concatemérica (c). En el primer modelo se recluta el replisoma y se restablece la replicación, a 
continuación una endonucleasa resuelve el bucle-D y tras una ligación se genera el sustrato 
apropiado para una replicación concatemérica, tipo σ, que se llevará a cabo con un mecanismo 
semiconservativo (pasos 2-4). En el segundo modelo, tras el restablecimiento de la replicación, 
ocurre una extrusión del DNA de nueva síntesis (migración de la burbuja de replicación) que 
permite que la replicación del DNA se lleve a cabo con un mecanismo conservativo, sin necesidad 
que una endonucleasa específica catalice un corte en la estructura bucle-D (pasos 5 y 6). En (c) el 
molde de DNA se muestra en negro, el DNA de nueva síntesis en amarillo y el DNA que proviene 
de la horquilla de replicación parada en rojo. Figura tomada del paper de Martinez-Jimenez 2005 
(Martinez-Jimenez, et al., 2005). 
 
 
1.3 La replicación concatemérica en otros virus 
 
En muchos virus la síntesis de concatémeros en esencial para la encapsidación del DNA 
en las procápsides. Esto ocurre en SPP1, como ejemplo en bacterias Gram positivas, en el 
fago λ en bacterias Gram negativas, y en Herpes virus simplex tipo I en eucariotas. En 
estos virus, el genoma se replica una o más veces mediante el sistema θ, y sucesivamente 
sufre un cambio a replicación tipo σ. Esta última replicación proporciona un alto número 
de copias del genoma, unidas entre sí. El cambio de replicación requiere proteínas 
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codificadas por el propio virus que tienen un papel similar a algunas proteínas de 
recombinación del huésped que se encargan de reparar daños en el DNA por 
recombinación homóloga. Por tal razón este tipo de replicación se denomina 
“dependiente de recombinación” o “RDR”. 
 
1.3.1 RDR en otros virus con genoma circular  
 
a) El bacteriófago λ 
Al infectar la célula huésped E. coli, el DNA del bacteriófago λ circulariza por los 
extremos cohesivos (12-pb 5’-protuberantes) que posee. En las primeras fases empieza la 
trascripción de la proteína organizadora del replisoma O y del cargador de helicasa P a 
partir del promotor temprano PR (Taylor & Wegrzyn, 1995, Wegrzyn & Wegrzyn, 2005, 
Weigel & Seitz, 2006). A continuación, O une la región λ-ori e interacciona con P que a 
su vez recluta la helicasa DnaB del huésped (Dodson, et al., 1986). La proteína P deja el 
complejo nucleoproteíco con la ayuda de la chaperonas DnaK, DnaJ y GrpE, dejando la 
helicasa DnaB activada (Liberek, et al., 1988). El fago aprovecha de la maquinaria de 
replicación de la célula para replicar su genoma. La replicación procede 
bidireccionalmente y unidireccionalmente en las cepas silvestres de E. coli, y 
unidireccionalmente en cepas defectivas en DnaA. Tras 5 o 6 rondas de replicación tipo 
θ, a los 15 minutos aproximadamente, empieza la replicación tipo σ o replicación 
concatemérica (Taylor & Wegrzyn, 1995). Sin embargo, otra teoría afirma que ambos 
tipos de replicación podrían empezar simultáneamente (Better & Freifelder, 1983). La 
replicación concatemérica requiere la actividad de sistema Red en células mutantes en el 
gen recA. El sistema Red se compone de 2 proteínas de recombinación que se localizan 
bajo el mismo promotor PL: la exonucleasa Redα, la recombinasa Redβ. La exonucleasa 
Redα degrada de forma procesiva el extremo 5’ del DNA de doble cadena, la proteína 
Redβ une DNA de cadena sencilla y promueve el anillamiento de cadenas 
complementarias (Bastia & Sueoka, 1975, Better & Freifelder, 1983, Dodson, et al., 
1986).  
 
El mecanismo de cambio de replicación tipo θ a replicación tipo σ aún no se conoce. Se 
ha propuesto que el cambio de replicación pueda depender de la concentración de DnaA 
(Taylor & Wegrzyn, 1995, Wegrzyn & Wegrzyn, 2005). Se observó que concentraciones 
limitantes de DnaA libre provocan una disminución de la actividad trascripcional del 
promotor PR del fago. Según el modelo, la menor activación del origen determina que 
	  	  
sólo un complejo DnaB helicasa se cargue en el origen λ, llevando a cabo una replicación 
unidireccional y de tipo σ. Otros estudios sugieren que el cambio de replicación se debe a 
la inestabilidad del complejo λ-O. Según este modelo las proteínas ClpP/ClpX median la 
proteólisis de la proteína organizadora del replisoma O. Sin embargo, mutaciones en los 
genes clpP y clpX han revelado que estas dos proteínas sólo presentan un leve efecto 
sobre la direccionalidad de la replicación y la formación de intermedios de replicación 
tipo σ (Narajczyk, et al., 2007). Finalmente, también se ha propuesto que el cambio de 
replicación de tipo θ a tipo se podría dar, como en el caso del fago SPP1, por la fuerte 
unión de la proteína organizadora del replisoma O al origen de replicación. Su unión 
crearía una barrera que bloquearía la maquinaria de replicación dando lugar a una rotura 
de la doble cadena (Lo Piano, et al., 2011). 
b) Herpes simplex virus tipo I (HSV-I)  
En HSV-I aún no se conoce el mecanismo con el cual se genera el cambio de replicación 
de tipo θ a replicación concatemérica. Sin embargo, se ha propuesto un modelo de RDR 
para HSV-I que se basa en la actividad de la proteína ICP8. ICP8 es una metaloproteína 
de 128 kDa y es esencial para la replicación vírica. ICP8 une DNA de cadena sencilla con 
alta afinidad y de forma cooperativa. También une DNA de cadena doble pero la afinidad 
es menor. Además, se ha demostrado que puede catalizar anillamiento de cadenas 
homólogas e intercambio de cadenas (Bortner, et al., 1993). Otra proteína que podría 
estar implicada en el cambio de replicación RDR es UL12. UL12 es una proteína con 
actividad exonucleasa 5’-3’. Se ha demostrado que ICP8 y UL12 son capaces de 
promover el anillamiento de un DNAcs circular en un DNAcd lineal (Reuven, et al., 
2004). A través de este mecanismo, como en el modelo propuesto por SPP1, se podría 
formar una estructura bucle-D que sirviera como base para el reensamblado de la 
horquilla (Nimonkar & Boehmer, 2003). Recientemente se ha propuesto un modelo 
alternativo de RDR para HSV-I, según el cual el concatémero se generaría a partir de un 
intermedio ramificado que sería resuelto por proteínas virales y celulares como ocurre en 
la replicación del bacteriófago T4 (Wilkinson & Weller, 2003). 
 
1.3.2 RDR en virus con genoma lineal 
 
a) El bacteriófago T4 
En el bacteriófago T4 también se generan concatémeros mediante una replicación 
dependiente de recombinación. La replicación comienza en uno de los orígenes en un 
DNA lineal, por lo que cuando la horquilla de replicación alcanza el extremo del 
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cromosoma se acumulan DNA de doble cadena con extremos 3’ protuberantes. La 
proteína gp32 une el extremo de cadena sencilla, y UvsY facilita el cargado de UvsX 
sobre el DNA revestido de gp32. La proteína UvsX cataliza la invasión de cadena en un 
DNA homólogo formando un bucle-D (Figura 6, 1). La horquilla de replicación se re-
ensambla gracias a la interacción entre gp32 y el cargador de helicasa gp59 que carga la 
helicasa gp41 (Figura 6, 2). Cuando se completa la replicación de la molécula lineal, la 
invasión de una segunda molécula genera una complicada red de intermedios ramificados 
que se resuelve por la actividad de la proteínas Endo VII resolvasa y UvsW traslocasa, 
que generan un concatémero linear (Figura 6, 3 y 4). 
 
 
 
 
Figura 6. Modelo de RDR del bacteriófago T4. Durante la 
replicación del bacteriófago T4 se acumulan moléculas de DNA 
con extremos 3’ protuberantes (indicados con una flecha). La 
invasión de cadena en una región homóloga de otra molécula 
fágica genera un bucle-D. 1. A partir de un bucle-D comienza la 
replicación semiconservativa. 3. La migración de rama y la 
ligación crean una estructura de Holliday que podría ser cortada 
en cualquiera de las dos orientaciones (se muestra sólo una). 4. 
La replicación de la molécula de DNA es completa. La invasión 
de cadena de otra molécula genera una red complicada de 
intermediarios que tras su resolución da lugar a una molécula de 
DNA concatemérico (Lo Piano, et al., 2011). 
 
 
 
 
1.4 Resolvasas de estructuras de Holliday de 
bacteriófagos 
 
El intermediario de recombinación más común que se genera en procesos de 
recombinación homóloga es el intermediario de cuatro cadenas conocido como estructura 
de Holliday. Las resolvasas de estructuras de Holliday (HJ) son enzimas que cortan 
	  	  
específicamente estructuras de DNA ramificadas y que están presentes en todos los 
organismos (Sharpless, et al., 2001, Declais & Lilley, 2008). Las resolvasas de fagos más 
caracterizadas son la resolvasa RusA, codificada por el profago DPL12 de E. coli, la 
endonucleasa EndoVII codificada por el bacteriófago T4, y la endonucleasa EndoI 
codificada por el bacteriófago T7 (Sadowski, 1974, Lilley & White, 2001, Declais & 
Lilley, 2008). Estas enzimas  presentan diferente estructura sin embargo, su mecanismo 
de acción es similar. Las enzimas son dímeros que reconocen específicamente el 
intermedio HJ, y lo distorsionan antes de catalizar el corte (Declais & Lilley, 2008). 
a) RusA y Rap 
La proteína RusA de E. coli (Bolt, et al., 2000), codificada por el profago críptico DLP12 
de E. coli (Chan, et al., 1997, Sharples, et al., 2002, Macmaster, et al., 2006), es una 
DNA endonucleasa que resuelve los intermedios de Holliday que se forman durante los 
procesos de recombinación genética y reparación del DNA (Sharples, et al., 1994). RusA 
fue identificada mediante el aislamiento de mutantes capaces de suprimir los defectos en 
reparación causados por mutaciones en los genes ruv. Se descubrió que los mutantes 
resistentes al daño expresaban el gen rusA. In vivo la expresión de RusA es muy escasa 
(Mahdi, et al., 1996). 
 
RusA es una proteína de 14 kDa que forma un homodímero (Chan, et al., 1997). Como 
RuvC resuelve, en presencia de iones metálicos bivalentes, estructuras de Holliday 
sintéticas mediante un doble corte que genera DNA de doble cadena mellado (Sharples, et 
al., 1994, Chan, et al., 1997). Sin embargo no requiere la presencia del complejo RuvAB, 
y tampoco la presencia de la helicasa RecG que, como RuvAB, cataliza la migración de 
cadena de estructuras de Holliday (Lloyd & Sharples, 1993, Mandal, et al., 1993, Whitby, 
et al., 1993, Mahdi, et al., 1996). La catálisis depende de tres aminoácidos altamente 
conservados localizados en el medio del dominio C-terminal de la proteína (Asp70, 
Asp72 y Asp91) (Bolt, et al., 1999). Estos residuos parecen estar implicado en la 
coordinación del catión Mg2+ (Rafferty, et al., 2003). Otros estudios revelan que la Lys76 
es esencial para la actividad de corte de la proteína, sin embargo no se requiere para la 
unión de la proteína a DNA (Bolt, et al., 2000). Como RuvC, pero a diferencia de otras 
endonucleasas codificadas por fagos, RusA une y corta preferentemente estructuras de 
Holliday en una secuencia específica. Sin embargo, a diferencia de RuvC, RusA une otras 
estructuras de DNA ramificadas y DNAs de doble cadena. La proteína RusA corta 
preferentemente en el punto de intersección de las ramas el dinucleótido CC en 5’ 
(Sharples, et al., 1994, Chan, et al., 1998). 
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La proteína Rap es codificada por el bacteriófago λ a partir del gen rap que se encuentra 
en la región no esencial ninR. Rap es una endonucleasa capaz de cortar diferentes 
estructuras, entre ellas estructuras de Holliday y bucles-D (Sharples, et al., 1998, 
Sharples, et al., 1999) Generalmente la proteína cataliza un corte en el centro de las 
estructuras de Holliday, pero a diferencia de lo que se observa con las resolvasa RuvC y 
RusA, al corte no es simétrico y no parece específico de secuencia. Sin embargo, al 
incubar la proteína con estructuras de Holliday muy largas, se ha observado que la 
proteína puede producir un corte simétrico en dicha estructura (Sharples, et al., 2004). La 
proteína Rap parece estar implicada en los proceso de recombinación mediados por las 
proteínas Red (Sharples, et al., 1998). 
b) Endo VII 
La proteína EndoVII (también llamada gp49) no es esencial para la replicación 
dependiente de recombinación del bacteriófago T4, sin embargo se requiere para que la 
estructuras ramificadas de concatémeros puedan “desramificarse” para ser correctamente 
empaquetadas. Se ha observado recientemente que in vivo, la proteína Endo VII resuelve 
estructuras tipo Y y X , permitiendo la formación de sustratos que pueden ser 
empaquetados por acción de la proteína portal (Dixit, et al., 2011). La proteína portal 
gp20 interacciona con EndoVII (Golz & Kemper, 1999). Además, se ha demostrado que 
Endo VII interacciona físicamente con UvsX y UvsY, y que estas dos proteínas inhiben 
su actividad de corte de HJ (Birkenkamp-Demtroder, et al., 1997).  
 
c) Endo I 
La proteína Endo I, también llamada gp3, es la resolvasa de estructuras de Holliday 
codificada por el fago T7 y pertenece a la misma superfamilia que las resolvasas tipo 
RecU de Firmicutes (Ayora, et al., 2004), o a las resolvasas de Holliday de Arquea 
(White, 2011). No es una proteína esencial, pero se sabe que corta intermedios de 
replicación y recombinación con baja especificidad, con lo que puede cortar la horquilla 
de replicación del huésped para dar lugar a un extremo de doble cadena. Este extremo 
será digerido por la exonucleasa 6 del fago para dar lugar a nucleótidos que se requieren 
para la replicación del bacteriófago (Sadowski, 1974). Mutantes en la proteína gp3 
muestran un fenotipo de parada de replicación (Chung, et al., 1990), sin embargo, no se 
ha descrito si esta parada de la replicación se debe a que esta proteína participa en los 
proceso de RDR o si sólo se requiere para proveer nucleótidos. Se desconoce si Endo I 
interacciona con otras enzimas de replicación y/o recombinación. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
Los objetivos propuestos en este trabajo son los siguientes: 
 
 
I. Determinar los requerimientos necesarios para que empiece la replicación 
dependiente de recombinación de SPP1. En particular se pretende estudiar: 
 
• qué origen de replicación SPP1 utiliza el bacteriófago SPP1 
• qué tipo de replicación se da a partir de cada origen. 
• qué papel juegan in vivo proteínas de recombinación homóloga en la replicación 
del bacteriófago SPP1 
 
 
II. Determinar el interactoma de la proteína G36P 
 
• Definir el significado de la interacción entre G35P y G36P 
 
 
III. Encontrar si SPP1 codifica por una proteína resolvasa capaz de resolver los 
intermedios de recombinación que pueden formarse en el cambio de replicación 
de tipo a θ tipo σ 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 	  
3.1 Materiales 
 
a) Cepas 
Las cepas utilizadas y construidas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla. 
 
CEPA GENOTIPO REFERENCIA 
E. coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F’ proAB lacIqZΔM15 (Tet)]  
  
E. coli BL21 (DE3) F- dmc ompT hsdS (rB- mb) gal (DE3)  Stragene (Studier, 
et al., 2009) 
B. subtilis BG214 
 
amyE, attSPB, metB5, sigB37, trpC2, xin-1, 
aatICEBs1, attICEBs 
(Yasbin, et al., 
1980) 
B. subtilis BG193 
 
amyE, aatSPB, aatICEBs1, dnaB37, metB5, 
sigB37, trpC2, xin-1 
(Yasbin, et al., 
1980) 
B. subtilis LAS195 PY79 amyE::Pxyl I- SceI (cat) (Simmons, et al., 
2007) 
B. subtilis BS1531 amyE::Pxyl I- SceI (cat), attSPB, metB5, sigB37, 
trpC2, xin-1 
Este trabajo 
B. subtilis BS1532 amyE::Pxyl I- SceI (cat), dnaB37, attSPB, metB5, 
sigB37, trpC2, xin-1 
Este trabajo 
B. subtilis FLB23  trpC2, ssb3+ (Costes, et al., 
2010) 
B. subtilis FLB22 trpC2, ssbΔ35 (Costes, et al., 
2010) 
Tabla 1. Cepas  
 
b) Reactivos y materiales 
En la Tabla 2 se muestran los reactivos y los materiales utilizados. 
 
PRODUCTOS CASA COMMERCIAL 
Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems 
Columna de cromatografía Micro Bio-spin, Hidroxiapatita, 
Pulsed Field Certified Agarose  
Bio-Rad 
	  	  
DNA Taq polimerasa Biotools 
IPTG, Rifampicina Calbiochem 
LiteAblot western blot kit Euroclone 
Hidrolizado de caseína, Metanol Fluka 
Membrana nylon N+, Membrana PVDF, AlkPhos Direct 
labelling reagent with CDP Star, Sephadex G-50, Q-
Sepharosa, GFX PCR DNA and gel band purification kit 
GE-Healthcare 
SDS, Sulfato amónico, Urea ICN 
anti-IgG de rata coniugados a peroxidasa. Jackon ImmunoReserch 
Enzimas de restricción, Fragmento de Klenow de DNA 
polimerasa I 
MBI Fermentas 
Ac. sódico trihidrato, Ac. bórico, Ac. clorhídrico, Ac. 
fórmico, Ac. tricloroacético, Alcohol isoamílico, Azul de 
bromofenol, Azul de Coomassie, Cloroformo, Cloruro 
magnésico hexahidratado, Cloruro de hierro, Cloruro de 
zinc, Dimetilsulfóxido (DMSO), Etanol absoluto, Fenol, 
Glicina, Hidróxido de sodio, Isopropanol, L-metionina, 
Titriplex (EDTA), D/L Triptófano, Tritón X-100, Urea. 
Merck 
Filtros de 0.05µm (tipo VM), 0,45µm (tipo HAWP) Millipore 
Glicerol MP Biomedicals 
Enzimas de restricción, T4 polinucleótido quinasa (PNK), 
T4 DNA ligasa, DNA polymerase I (Klenow fragment) 
New England Biolabs 
Ácido acético, Vaselina filante Panreac 
[α32P]-dATP, [γ32P]-ATP Perkin-Elmer 
Wizard Plus kit extracción de plásmido Promega 
Agarosa, Triptona, Extracto de levadura, Agar 
bacteriológico 
Pronadisa 
Kit de extracción de plásmido Quiagen 
Fast Start Taq DNA, Proteinasa K, Ribonucleasa A (RNase 
A) 
Roche 
Acrilamida, Bisacrilamida Serva 
Ampicilina, Bromuro de etidio, Cloranfenicol, 
Deoxynucleotides trifosfato (dNTPs), 1,4-ditiotreitol (DTT), 
D-fructosa, Lisozima, Xylene cianol, βmercaptoetanol. 
Sigma 
QuikChange Site-Direct Mutagenesis Stratagene 
Membranas de diálisis Spectrum 
LB  USB 
Tabla 2. Reactivos  
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En la Tabla 3 se muestran las secuencias de los oligonucleótidos y en la Tabla 4 los 
tampones, utilizados en los experimentos. 
 
NOMBRE SECUENCIA 
A2  5’AGAAACGACAGAGAAACGACACGAAAAAGACAGGAAGACACAGA
AACGGATTCCACGATGGCTCGTAGCACTATCAAGGGGACTGCGAGG
TTGACTGAGCTCCCACCC 3’ 
J3.1 5’CGCAAGCGACAGGAACCTCGAGAAGCTTCCGGTAGCAGCCTGAGC
GGTGGTTGAATTCCTCGAGGTTCCTGTCGCTTGCG 3’ 
J3.2 5’CGCAAGCGACAGGAACCTCGAGGAATTCAACCACCGCTCAAC 
TCAACTGCAGTCTAGACTCGAGGTTCCTGTCGCTTGCG 3’ 
J3.3 5’CGCAAGCGACAGGAACCTCGAGTCTAGACTGCAGTTGAGTCCTTG
CTAGGAC GGATCCCTCGAGGTTCCTGTCGCTTGCG 3’ 
J3.4 5’CGCAAGCGACAGGAACCTCGAGGGATCCGTCCTAGCAAGGGGCTG
CTACCGGAAGCTTCTCGAGGTTCCTGTCGCTTGCG 3’ 
16-M 5’GACGCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTAGGACATCAGTCCTTA
CCTGCAGGTTCAC 3’ 
17-M 5’GGGTGAACCTGCAGGTAAGGGGCTGCTCATCGTAGGTTA 
GTTGGTAGAATTCGGCAGC 3’ 
19-M 5’TAAGAGCAAGATGTTCCTCAACTGATGTCCTAGCAAGGC 
AC 3’ 
21 5’ACTAACCTACGATGAGCAGCC3’ 
22-M 5’TGAGGAACATCTTGCTCTTA 3’ 
23-M 5’ACTAACCTACGATGAGCAGCCTGAGGAACATCTTGCTCTTA 3’ 
16 5’ACTAACCTACGATGAG 3’ 
Jbm6-a 5’GCGTTACAATGGAAACTATTCTTGGCAGTTGCATCCAACG 3’ 
Jbm6-b 5’CGTTGGATGCAACTGCCAAGAATAGTGTCAGTTCCAGACG 3’ 
Jbm6-c 5’CGTCTGGAACTGACACTATTCTTGGCAAATGGTCGTAAGC 3’ 
Jbm6-d 5’GCTTACGACCATTTGCCAAGAATAGTTTCCATTGTAACGC 3’ 
Tabla 3 Oligonucleótidos  
  
	  	  
c) Tampones 
TAMPÓN COMPOSICIÓN 
A 50 mM Tris HCl pH 7,5, 1 mM DTT, 15% glicerol 
B 50 mM Tris HCl pH 7,5, 1 mM DTT, 50% glicerol 
C 50 mM Tris HCl pH 7,5, 1 mM DTT, 1 M NaCl, 10% glicerol 
D 50 mM Tris HCl pH 7,5, 1 mM DTT, 5% glicerol , 50 µg/ml BSA, 50 mM 
NaCl. 
E 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 5% glicerol 
F 50 mM fosfato, pH 7,5, 5% glicerol, 1 mM EDTA 
TAE 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA 
TBT 10mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10mM MgCl2 
TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0 
Tris-Glicina 25 mM Tris, 250 mM glicina pH 8,3 
Tabla 4 Tampones  
 
 
3.2 Métodos 
 
3.2.1 Manipulación de células 
 
a) Obtención de células competentes 
Las células competentes de E. coli se obtienen creciendo un cultivo en LB en presencia 
del antibiótico correspondiente a 37 ºC en agitación, hasta alcanzar la fase exponencial 
(DO560≅ 0,4). Se centrifugan las células y se resuspenden con CaCl2 50 mM. El 
tratamiento con calcio permeabiliza la membrana de manera que el DNA pueda 
introducirse de forma pasiva. Las células se conservan a -80 ºC en presencia de glicerol 
15% hasta su utilización (Hanahan, 1983). 
 
B. subtilis desarrolla competencia natural en condiciones determinadas de crecimiento y 
nutrientes. Para la obtención de células competentes de B. subtilis se crece un cultivo en 
medio líquido GM1 (SBase1X, glucosa 0,5%, extracto de levadura 0,1%, hidrolizado de 
caseína 0,02%, MgSO4 0,8 mM, D/L-triptófano 0,0025%, L-metionina 0,02%) que se 
incuba durante 16 h a 30 ºC sin agitación. Al día siguiente, el cultivo se diluye hasta una 
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DO560≅ 0,05 en medio GM1 y se incuba a 37 ºC con agitación hasta 90 min después de 
que alcance la fase estacionaria. Las células se conservan con 15% de glicerol a -80 ºC 
hasta su utilización (Bott & Wilson, 1968). Para inducir la competencia en las cepas 
termosensibles utilizadas en este trabajo se incubaron las células a 30ºC y tras 120 min en 
fase estacionaria se guardaron en presencia de glicerol a -80 ºC. 
 
b) Transformación bacteriana 
La transformación de E. coli se llevó a cabo siguiendo el protocolo de choque térmico 
(Hanahan, 1983). Se mezclan 200 µl de células competentes con 10-100 ng del plásmido 
y se incuba a 4 ºC durante 30 min. Después se da un choque térmico a 42ºC durante 1 
min, para que los poros de la membrana se abran, y se vuelven a dejar a 4ºC durante 2 
min para que la membrana se restablezca. Por último se plaquean las células en LB agar 
con el antibiótico correspondiente. 
 
Las células de B. subtilis se transformaron según el método de Bott y Wilson (Bott & 
Wilson, 1968). Se hace una dilución 1:10 de las células competentes en medio GM2 
(GM1 suplementado con 3,3 mM MgSO4 y 0,5 mM CaCl2), y el cultivo se incuba 1 h a 
37 ºC (30 ºC en el caso de células termosensibles) en agitación. Después se añaden a las 
células 100-200 ng de DNA y se incuban 1 h en las condiciones anteriores (2 h en células 
termosensibles). Finalmente se plaquean las células en LB-Agar en presencia del 
antibiótico correspondiente. 
 
c) Infección de B. subtilis con SPP1 
La infección con el fago SPP1 se realizó creciendo un cultivo de B. subtilis hasta la 
DO560≅ 0,4 en medio líquido LB en presencia de 10 mM MgCl2. Para la titulación del 
fago se plaquearon 100 µl de células y 100 µl de fago a diferentes diluciones entre 10-7 y 
10-9 en LB-Agar con 10 mM MgCl2. Las placas fueron incubadas a 37 ºC durante 14-16 
h. Para la titulación de fagos termosensibles, las placas se incubaron a 30 ºC durante 14-
16 h. 
 
d) Transducción con SPP1 
La transferencia de genes de una cepa de B. subtilis a otra, se realizó por medio del fago 
SPP1 que posee la capacidad de transducción generalizada (Yasbin & Young, 1974). Se 
crecen células donadoras de B. subtilis, en medio líquido LB suplementado con 10 mM 
MgCl2 y el antibiótico correspondiente hasta la DO560≅ 0,4 a 37ºC (o a 30ºC en el caso de 
cepas termosensibles) y se infectan con SPP1 con una moi de 10. Tras dos horas y media 
	  	  
de infección, se centrifuga el cultivo durante 10 minutos a 14000 rpm. El sobrenadante, 
que contiene los fago transductores, se filtra utilizando filtros Millipore de 0,45 µm y se 
titula como se ha descrito anteriormente. A continuación, se crecen hasta la fase 
exponencial las células aceptoras de B. subtilis en medio líquido LB suplementado con 10 
mM MgCl2 hasta la DO560≅ 0,4 a 37 ºC (o a 30 ºC en el caso de cepas termosensibles). 
500 µl de cultivo se infectan con los fago transductores con una moi entre 1 y 5 y tras 5 
minutos de incubación se centrifuga la mezcla. El precipitado se lava con LB sin 
magnesio para eliminar los restos de fagos y se vuelve a centrifugar durante 1 minuto a 
máxima velocidad. Los precipitados celulares se resuspenden en medio LB sin magnesio 
y finalmente se plaquean las células en LB-Agar en presencia del antibiótico 
correspondiente. La eficiencia de transducción de plásmidos es generalmente de 10-5-10-7 
transductores por fago viable, pero incrementa hasta 100/1000 veces si el plásmido tiene 
homología con el genoma de SPP1 (Deichelbohrer, et al., 1985, Alonso, et al., 1986, 
Novick, et al., 1986). 
 
3.2.2 Manipulación del DNA 
 
a) Purificación y cuantificación del DNA 
El DNA plasmídico se purificó por lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979) o bien usando 
el kit para purificación de DNA de Quiagen.  
 
La concentración de DNA fue cuantificada por absorbancia a 260 nm y su pureza fue 
determinada relacionando la absorbancia a 260 y a 280 nm (Sambrook, 1989). La tabla 
siguiente muestra los plásmidos utilizados y construidos en este trabajo. 
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PLÁSMIDO DERIVADO DE DESCRIPCIÓN Y REFERENCIA 
pHP13  Vector lanzadera (Haima, et al., 1987) 
pCB565 pHP13 Contiene el gen 35 de SPP1 
pCB783 pHP13 Contiene el gen mutado de 35-S76A  
pCB780 pHP13 Contiene el gen mutado de 35-R127A  
pCB781 pHP13 Contiene el gen mutado de 35-E248A  
pCB782  pHP13 Contiene el gen mutado de 35-K224A  
pCB166 pHP13 Contiene las regiones oriL y oriR de SPP1 
pET3a  Vector de sobre-expresión (New England 
Biolabs) 
pCB530 pET3a Contiene el gen 35 de SPP1 bajo promotor 
inducible por IPTG 
pET3a-G35P-S76A pET3a Contiene el gen mutado de 35-S76A  
pET3a-G35P-R127A pET3a Contiene el gen mutado de 35-R127A  
pET3a-G35P-K224A pET3a Contiene el gen mutado de 35-K224A  
pET3a-G35P-E248A pET3a Contiene el gen mutado de 35-E248A 
pCB596 pET3a Contiene el gen 36 de SPP1 
pET-G36P-deltaC9 pET3a Sobre-expresa la proteína mutada G36P de 
SPP1 que carece de los últimos 9 aa del 
extremo C-terminal  
pET-G36P-deltaC15 pET3a Sobre-expresa la proteína mutada G36P de 
SPP1 que carece de los últimos 15 aa del 
extremo C-terminal  
pET-G36P-deltaC21 pET3a Sobre-expresa la proteína mutada G36P de 
SPP1 que carece de los últimos 21 aa del 
extremo C-terminal  
pET15b  Vector de sobre-expresión (Novagen) 
pET-G44P pET15b Contiene el gen 44 de SPP1 clonado entre 
los sitios NcoI-BamHI bajo promotor 
inducible por IPTG. 
pT712  Vector de sobre-expresión (Addgene). 
pBT217 pT712 Contiene el gen dnaG de B. subtilis 
pBT233 pSM19035 (Ceglowski, et al., 1993) 
pBT233-oriR pBT233 Contiene la región oriR de SPP1 
pBT233-oriL pBT233 Contiene la región oriL de SPP1 
pBT233-400HR pBT233 Contiene 400 pb de homología con SPP1 
(la región del gen 35 BsaAI-EcoRV) 
pBT233-SceI  pBT233 Contiene la secuencia de corte de la 
endonucleasa SceI 
pCB166 pHP13 Contiene las regiones oriL y oriR de SPP1 
pCB30 pUC18 (de la Hoz, et al., 2000) 
Tabla 5: Plásmidos  
 
	  	  
b) Marcaje radioactivo de DNA 
El marcaje de DNAcs en el extremo 5’ se lleva a cabo mediante la incubación con T4 
polinucleótido quinasa (PNK) en presencia de [γ32P]-ATP durante 45’ a 37ºC. El marcaje 
de DNAcd se realizó rellenando con DNA Pol I (fragmento Klenow) los extremos 5’ 
protuberantes en presencia de 0,2 mM dCTP, dGTP, dTTP y 20 µCi (3 µCi/nmol) de 
[α32P]-dATP durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las enzimas se 
inactivaron a 65ºC durante 20 min. El exceso de nucleótidos se eliminó pasando la 
mezcla de reacción por una columna Sephadex G-50 (Sambrook, 1989). 
 
c) Obtención de DNA de doble cadena y estructuras de Holliday sintéticas 
El anillamiento de oligonucleótidos complementarios se realizó en tampón fosfato 100 
mM pH 7,5 con una estequiometria 1:2 oligo-radiactivo: oligo-frío en número de 
moléculas. Se calentó la muestra a 100 ºC durante 2 min y se dejó bajar la temperatura 
lentamente hasta 30 ºC. Con el mismo protocolo anillamos los oligonucleótidos que se 
utilizaron para la construcción de estructuras de Holliday sintéticas y bucles D (Figura 
7). 
 
Figura 7. Estructuras de DNA construidas en este trabajo. El nombre de cada oligonucleótido 
se indica en el extremo 5’. En la estructura HJ-jbm6 el centro móvil se representa con una línea 
más gruesa. 
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Cada estructura se cargó en un gel de poliacrilamida del 10% no desnaturalizante, y la 
banda correspondiente a la estructura deseada se cortó y se purificó. El DNA se eluyó 
mediante la incubación de la banda a 4 ºC durante 16 h en tampón 0,5 M Acetato de 
amonio, 0,1% SDS, 1 mM EDTA y se precipitó con etanol. La concentración de DNA se 
calculó mediante el contador de centelleo. 
 
d) Mutagénesis dirigida 
Los mutantes puntuales del gen 35 se han conseguido mediante el kit QuikChange Site-
Direct Mutagenesis de Stratagene. Como molde se utilizó el plásmido pCB565, que lleva 
clonado el gen 35, y como cebadores, dos oligonucleótidos que contienen la mutación 
que se quiso introducir, cada uno complementario a una hebra del vector (véase Tabla 6 
donde se indican los cebadores utilizados). Para amplificar el plásmido se utilizó la DNA 
polimerasa PfuTurbo. Esta polimerasa replica ambas hebras del plásmido sin desplazar 
los cebadores, dando lugar a varías copias de DNA circular mellado, en las cuales una 
hebra lleva la secuencia mutada, y la otra la secuencia parental. A continuación, el DNA 
parental se eliminó con la exonucleasa DpnI, que es específica para el DNA metilado y 
hemimetilado. Finalmente el DNA de cadena doble circular y mellado se transformó en 
células competentes de E. coli (XL1-Blue). 
 
Mutante 
G35P 
Cebador 1 Cebador 2 Mutación 
introducida 
S76A 5’gaatgtgatacggcagcactcatggggg
ctg 3’ 
5’cagcccccatgagtgctgccgtatcacattc 
3’ 
tca àgca 
R127A 5’cttgatctcgtgagagcctctggacacgt
gag 3’ 
5’ctcacgtgtccagaggctctcacgagatca
ag 3’ 
cgc à gcc 
K224A 5’gacgcaatggcgaaagcacagtcttgc
gc 3’ 
5’gcgcaagactgtcgctttcgccattgcgtc 
3’ 
aag à gcg 
E248A 5’gagtagcggcagacgcacggacagga
tcag 3’ 
5’ctgatcctgtccgtgcgtctgccgctactc 
3’ 
gaa à gca 
 
 
Tabla 6. Cebadores utilizados para la construcción de mutantes de G35P. En rojo se indican 
las mutaciones introducidas. 
 
Los mutante de deleción de gen 36 de SPP1 se han construido por PCR utilizando como 
molde el plásmido pCB596. Se utilizaron dos cebadores, uno que anilla en el plásmido 
aguas arriba del sitio de multiclonado (pET-up), y otro que introduce un codón de stop y 
un sitio de restricción para la enzima BamHI, que anilla en la región en la que se desea 
	  	  
que termine el gen, aguas abajo (Tabla 7). El gen truncado se insertó, sucesivamente, en 
un nuevo vector pET3a.  
 
Nombre del cebador Secuencia 
pET-up 5’gatctcgatcccgcgaaatt 3’ 
G36P-deltaC9 5’gtcggatccatttatttagattgttttacc 3’ 
G36P-deltaC15 5’tgtggatccatcttatgcgaaagg 3’ 
G36P-deltaC21 5’ataggatccttctaataccctccctg 3’ 
 
Tabla 7. Cebadores utilizados para la construcción de los mutantes de deleción de la proteína 
G36P. En rojo se indican los codones de stop introducidos. 
 
 
3.2.3 Obtención de proteínas 
 
a) Sobreexpresión de proteínas 
La proteína G34.1P y la subunidad τ de la polimerasa III se sobreexpresaron y se 
purificaron como se describió anteriormente (Martinez-Jimenez, et al., 2005) y fueron 
cedidas por el Doctor Juan Carlos Alonso. La proteína SsbA de B. subtilis fue 
sobreexpresada y purificada por Tribhuwan Yadav según el protocolo descrito (Manfredi, 
et al., 2008). 
 
Las proteínas G35P y G36P y las respectivas variantes mutantes se sobreexpresaron en la 
cepa E. coli BL21 (DE) pLysS. Los genes codificantes para cada proteína, clonados en el 
vector pET3a, se trascriben bajo el promotor Φ 10 del fago T7; la ARN polimerasa del 
fago T7 se induce por IPTG y es resistente a rifampicina, un antibiótico que bloquea la 
transcripción dependiente de la ARN polimerasa celular. La expresión desde pLysS de la 
lisozima de T7 suprime la expresión basal de la ARN Pol de T7 inhibiéndola y evitando 
escapes en la expresión de los genes clonados bajo el promotor ϕ 10 de T7. 
 
En el caso de la proteína G35P y de sus variantes, se inocula un cultivo con una colonia 
procedente de placa fresca y se incuba 2 h a 37ºC. Posteriormente, se diluye el cultivo en 
medio LB fresco hasta una OD560≅0,05 y se deja crecer a 37ºC con agitación hasta llegar 
a una OD560≅0,4. En ese momento se induce la expresión de la proteína mediante la 
adición de IPTG 0,2 mM y se incuba el cultivo a 18 ºC durante 16 h.  
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Las proteína G36P, y las otras proteínas purificadas en este trabajo se sobreexpresan en 
medio LB a 37 ºC con agitación hasta una OD560≅ 0,8,  sucesivamente se añade IPTG 2 
mM, y se incuba el cultivo media hora en las condiciones precedentes. Luego, se añade 
rifampicina a una concentración de 200 µg/ml y se incuba durante 1,5 h más. 
En ambos casos las masa celular se recoge mediante centrifugación a 9000 rpm durante 
15 min y se conserva a -20 ºC. 
 
b) Purificación de proteínas 
Purificación de G35P  
Los mutantes de la proteína G35P y la proteína silvestre se aislaron resuspendiendo las 
células en el tampón A con 500 mM NaCl y 2 mM EDTA (cantidad: 5 ml/gramo de 
células). Todos los pasos de purificación se realizaron a 4ºC para evitar la 
desnaturalización de las proteínas. La lisis se realizó mediante sonicación. Los restos 
celulares se eliminaron por centrifugación durante 35 minutos a 18000 rpm. Se precipitó 
el DNA con polietilenimina (0,01%) y mediante centrifugación (10 minutos a 10000 rpm) 
separamos la proteína que se quedó en el sobrenadante. La proteína se precipitó con un 
45% de saturación de sulfato de amonio. El extracto se resuspendió en tampón A con 500 
mM NaCl y 2 mM EDTA y se pasó por una matriz de hidroxiapatita (volumen de 
columna 5 ml). Lavando con diez volúmenes de columna con concentraciones crecientes 
de tampón fosfato, la proteína silvestre (al igual que los mutantes) eluyó entre 10 y 20 
mM fosfato. El eluído se dializó para eliminar el fosfato y para bajar la concentración de 
NaCl hasta 70 mM. Los contaminantes se eliminaron pasando la proteína por una matriz 
de intercambio iónico, Q-sepharosa (volumen de columna 2 ml) equilibrada a la misma 
concentración de sal, G35P no se unió y los contaminantes se quedaron atrapados a la 
matriz. Finalmente, la proteína pura se concentró en una matriz de fosfocelulosa 
(volumen 1 ml), de la cual se eluyó a 500 mM de NaCl. Las proteína G35P y sus 
variantes se dializaron frente al tampón B y 500 mM NaCl y se guardaron a -20ºC. La 
concentración de las proteínas se halló midiendo la absorbancia a 215 nm y 225 nm según 
el método de Waddell (Wolf, 1982). 
 
Purificación de G36P  
Los mutantes de la proteína G36P y la proteína silvestre se purificaron resuspendiendo las 
células en tampón A con 150 mM NaCl (cantidad: 5 ml/gramo de células). Todos los 
pasos de purificación se realizaron a 4 ºC para evitar la desnaturalización de las proteínas. 
La lisis fue realizada mediante sonicación y los restos celulares se eliminaron por 
	  	  
centrifugación (30 minutos a 18000 rpm). Se precipitó el DNA con polietilenimina 
(0,02%) y se centrifugó 10 minutos a 10000 rpm. La proteína se quedó en la porción 
insoluble y se resuspendió en el tampón de lisis subiendo la concentración de NaCl a 300 
mM. La proteína se solubilizó y se precipitó posteriormente con un 30% de saturación de 
sulfato amónico. El precipitado fue resuspendido nuevamente en el tampón de lisis con 
un 30% de saturación de sulfato amónico y la proteína precipitó casi pura. Se dializó 
frente a tampón A con 50 mM NaCl y para eliminar contaminantes se pasó el extracto por 
una columna de Q-sepharosa (volumen 2 ml) equilibrada con el mismo tampón. Tanto la 
proteína silvestre como los mutantes eluyeron entre 150 y 200 mM NaCl. La proteína 
pura se concentró en otra matriz Q-sepharosa (volumen 0,5 ml) de la cual se eluyó a 500 
mM NaCl. La proteína G36P y sus variantes se dializaron frente al tampón B y 500 mM 
NaCl y se guardaron a -20ºC. 
La concentración de las proteínas se halló midiendo la absorbancia a 215 nm y 225 nm 
según el método de Waddell (Wolf, 1982). 
 
Purificación de G44P  
Las células se resuspendieron en tampón F con 200 mM NaCl (cantidad: 5ml/gramo de 
células) y se lisaron mediante sonicación. Se centrifugó durante 35 minutos a 18000 rpm 
para eliminar los restos celulares y la proteína G44P quedó como la mayoría de las 
proteínas en el precipitado. Solubilizamos la proteína G44P lavando con tampón F con 
500 mM NaCl y la precipitamos con un 45% de saturación de sulfato amónico. Se cargó 
la proteína en una columna de hidroxiapatita (volumen 5 ml) equilibrada con fosfato 8 
mM. Después se lavó la matriz con diez volúmenes de columna con concentraciones 
creciente de fosfato en tampón F con 1 M NaCl, hasta eluir la proteína entre 30 mM y 60 
mM de fosfato. Se juntaron los eluídos y se dializó hasta 250 mM NaCl. La proteína se 
cargó en una columna Q-sepharosa (volumen 1 ml) y se eluyó pura a 400 mM NaCl. La 
concentración de la proteína se halló midiendo la absorbancia a 215 nm y 225 nm según 
el método de Waddell (Wolf, 1982). Todos los pasos de purificación se realizaron a 4ºC 
para evitar la desnaturalización de las proteínas. 
 
Purificación de DnaG  
Las células se resuspendieron en tampón C (cantidad: 5ml/gramo de células) y se lisaron 
mediante sonicación. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugación (35 
minutos a 18000 rpm). La fracción soluble se diluyó hasta 100 mM de NaCl y se 
precipitó el DNA con polietilenimina (0,02%) mediante 10 minutos de centrifugación a 
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10000 rpm. A continuación, la proteína se precipitó con un 70% de saturación de sulfato 
amónico, se dializó para bajar la concentración de sal hasta 50 mM NaCl, y se cargó en 
una columna fosfocelulosa (volumen 2 ml). La proteína eluyó entre 75 mM y 150 mM 
NaCl. El eluído se diluyó hasta 75 mM NaCl y se pegó a una matriz de heparina 
(volumen 1 ml), de la cual eluyó a 100 mM NaCl. Finalmente se volvió a dializar la 
proteína frente a 50 mM NaCl y se  concentró en una matriz fosfocelulosa (volumen 1 
ml), de la cual eluyó pura a 1 M NaCl. Se dializó frente a tampón B con 300 mM NaCl y 
se conservó a -20 ºC. La concentración de la proteína se halló por absorbancia a 280 nm 
siendo el coeficiente de extinción molar 45520 M-1 cm-1.  
 
3.2.4 Ensayos in vivo 
 
a) Replicación de los plásmidos, Southern blot y cuantificación 
Las cepas de Bacillus subtilis BG214, o bien las cepas termosensibles BG193, que llevan 
los plásmidos pBT233, pBT233-oriR, pBT233-oriL, pBT233-400HR fueron crecidas a 
30 ºC en agitación en medio líquido LB suplementado con MgCl2 10 mM. A la      
OD560≅ 0.3 las cepas se incubaron a 50 ºC durante 30 minutos y sucesivamente fueron 
infectadas con fago SPP1, o sus variantes (tsB3 o tsI20F), con una moi de 10. Las 
muestras fueron recogidas a tiempo 0 y a los 15, 30 y 60 min tras la infección y 
centrifugadas. Los precipitados fueron guardados a –20 ºC.  
 
Las cepas de Bacillus subtilis BS1531, que llevan integradas en el cromosoma la SceI 
endonucleasa, fueron crecidas en medio mínimo S750 (Vasantha & Freese, 1979): 
K2HPO4-KH2PO4 5 mM pH 7.0, sulfato amónico 10 mM, MgCl2 10mM, CaCl2 0,7 mM, 
MnCl2 5 µM, FeCl3 5µM, ZnCl2 1 µM, triptófano 0,04 mg/ml, metionina 0,04 mg/ml, 
fructosa 0,5%, glutamato 1mg/ml y MOPS 10 mg/ml) a 37 ºC hasta alcanzar la          
OD560 ≅0.4. En este momento, donde indicado, se añadió xilosa 0,5% y se infectó con 
SPP1 (moi≅ 10). Las muestras fueron recogidas a tiempo 0 y a los 15, 30 y 60 min tras la 
inducción y centrifugadas.  Los precipitados fueron guardados a –20 ºC.  
La extracción del DNA se realizó según el método de Viret (Viret & Alonso, 1987). Las 
células se resuspendieron en tampón glucosa (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM 
Tris-HCl pH 8,0) y se incubaron con lisozima 0,5 mg/ml, RNasa 0,2mg/ml durante 30’ a 
37ºC , luego se desproteinizó la muestra tratando con proteinasa K 0,8 mg/ml y SDS 
	  	  
(0,8%) durante 30’ a 37ºC. Las muestras fueron cargadas en gel de agarosa 0.8 % y 
corridas en TAE durante 4 h a 80 V en geles teñidos con Bromuro de Etidio.  
En todos los casos, el DNA fue transferido a membrana de nitrocelulosa (Membrana 
nylon N+, GE-Healthcare) por capilaridad (Southern, 1975) y revelado utilizando como 
sonda un fragmento de 400 pb obtenido por PCR utilizando como molde el plásmido 
pCB30 (de la Hoz, et al., 2000) que tiene clonado la región 6377-6754 del plásmido 
pBT233. El sistema de marcaje y de detección usado fue el AlkPhos de GE Healthcare. 
La cuantificación de las Unidades Arbitrarias de DNA plasmídico amplificado se realizó 
mediante el programa Quantity One (Bio-Rad). 
 
b) Inmunodetección de la expresión de la proteína G44P in vivo 
Las células de B. subtilis BG214 se crecieron en medio líquido LB suplementado con 
MgCl2 10 mM hasta la fase exponencial OD560≅ 0,4 y se infectaron con SPP1 con una 
moi igual a 10. Cada cinco minutos 1 ml de cultivo se centrifugó, y el precipitado fue 
resuspendido en 100 µl de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,5% 
SDS, 150 mM NaCl, lisozima 1 mg/ml). Se incubó 30 min a 37 ºC y posteriormente las 
células se lisaron mediante sonicación. Después el lisado se centrifugó a 14000 rpm 
durante 30 min, y se cargaron 50 µl del sobrenadante en un gel SDS-PAGE al 12,5%. 
Luego se transfirieron las proteínas a una membrana PVDF para su inmunodetección 
usando anticuerpos primarios policlonales anti-G44P y anticuerpos secundarios anti-IgG 
de rata acoplados a peroxidasa. El revelado se llevó a cabo usando el kit LiteAblot de 
Euroclone. 
 
3.2.5 Ensayos in vitro 
 
a) Interacción proteína-DNA 
Microscopía electrónica 
La interacción entre la proteína G38P y el plásmido pCB166 que posee las dos orígenes 
de replicación de SPP1 oriL y oriR se visualizó por microscopía electrónica. Se 
incubaron concentraciones decrecientes de la proteína G38P (de 200 nM a 12,5 nM) con 
0,68 nM de DNA durante 15 min a temperatura ambiente en el tampón 20 mM 
Trietanolamina (TEA), 100 mM NaCl y 5 mM MgCl2, 1 mM DTT. Posteriormente los 
complejos se fijaron con 0,2 % glutaraldehído durante 15 min a 37 ºC. Las muestras se 
depositaron en una superficie de mica y se sombrearon con platino. Luego se cubrieron 
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con una película de carbono y se observaron al microscopio Philips CM100 (FEI 
Company, Hillsboro, Oregon). 
Ensayos de retraso en gel 
La interacción DNA-proteína fue medida por la variación de migración del DNA en un 
gel de poliacrilamida frente a un campo eléctrico. Si el DNA está acomplejado con una o 
más proteínas migra de forma más lenta, mientras suele tener una movilidad alta cuando 
se encuentra libre. 
 
Para llevar a cabo las reacciones de unión de G35P (o G36P) y variantes a DNAcs se 
utilizó el tampón D, en presencia de EDTA 2,5 mM o bien en presencia de 5 MgCl2, 
según el experimento. Se incubó el oligonucleótido de 114 nt (0,4 nM) descrito en la 
Tabla 3, marcado radioactivamente en el extremo 5’, con concentraciones crecientes de 
la proteína en estudio durante 10 o 15 min, según el ensayo, a 37ºC. En los ensayos en 
que participan ambas proteínas, G35P y G36P, incubamos el DNAcs previamente con 
G35P durante 10 min y sucesivamente añadimos la proteína G36P. En los ensayos de 
inmuno-retardo añadimos posteriormente anticuerpos policlonales anti G35P o G36P 
(antisuero diluido 1:20 o 1:10, respectivamente, en PBS 1X) e incubamos durante 5 min a 
37ºC. Las muestras se cargan en un gel de poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, 
glicina 250 mM pH 8 y corren a 180 V durante 90 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente se seca el gel y se revela por autorradiografía. 
 
La interacción entre la proteína G44P y las diferentes estructuras de DNA (0,2 nM) 
construidas se realizó en tampón D con 1 mM EDTA. Se incubó la proteína durante 15 
min a 37 ºC y posteriormente las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6% 
en tampón TAE 1X y se dejaron correr a 180 V durante 90 min a temperatura ambiente. 
Se secó el gel y se reveló por autorradiografía. 
 
Ensayos de unión a filtros de nitrocelulosa 
Se realizaron experimentos de unión a filtro de nitrocelulosa para analizar la estabilidad 
de algunos complejos DNA-proteína. Se incubaron 8 nM de G36P, o de sus variantes, en 
el tampón D con 5 mM MgCl2, con un oligo polydT de 80 nt (0,5 nM) marcado 
radioactivamente, durante 10 minutos a 37ºC. Posteriormente, se añadió un exceso (1:80) 
de polydT frío y a tiempo 0, 5, 10 y 20 minutos, y se tomaron alícuotas de 20 µl que se 
diluyeron en 1 ml del mismo tampón. Las muestras se filtraron con filtros de 
nitrocelulosa 0,45 µm tratados previamente con KOH (0,5 M) y los filtros se lavaron con 
	  	  
2 ml de tampón D con 5 mM MgCl2. Sólo el DNA unido a proteínas se queda retenido en 
el filtro. Los filtros se secaron y la radioactividad se midió mediante un contador de 
centelleo. Los datos obtenidos se corrigieron sustrayendo la radioactividad del DNA 
marcado que se retiene en el filtro en ausencia de proteína. Se consideró como 100% del 
DNA retenido, el oligo polydT de 80 nt (0,5 nM) marcado, que tras la precipitación con 
TCA 10%, se retiene en el filtro. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. 
 
Ensayos de anillamiento  
Se utilizó un DNA de cadena doble de 416 pb, fragmento obtenido por digestión DraIII-
EcoRI del plásmido pGEM 3Z-f(+), que se purificó y se marcó radioactivamente con 
Klenow y α-32P dATP. Desnaturalizamos mediante calor (5 min a 100ºC) el DNA y lo 
ponemos rápidamente en hielo. Sucesivamente, incubamos 0,5 nM de DNA 
desnaturalizado con G35P (o sus variantes) 10 min a 37 ºC y posteriormente, donde 
indicado, añadimos G36P durante 10 min más en las mismas condiciones (o bien 
añadimos antes G36P y luego G35P) en un volumen total de reacción de 20 µl. 
Realizamos la reacción en tampón 25 mM Tris HCl pH 7,5, 5 mM β-mercaptoetanol, 50 
µg/ml BSA, 50 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2 y antes de cargar las muestras en un gel de 
poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, glicina 250 mM, pH 8 se desproteinizó 
mediante la adición de proteinasa K 2,5 mg/ml, SDS 2% y EDTA 30 mM durante 20 min 
a 37 ºC. La electroforesis se realizó a 180 V durante 90 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente se secó el gel y se reveló por autorradiografía. 
 
Ensayos de corte de estructuras de Holliday 
Se incubó en un volumen de 10 µl el DNA marcado radioactivamente (0,2 nM) con G44P 
(10 nM) en tampón D con 10 mM MgCl2. Tras 30 min de incubación a 37ºC se paró la 
reacción añadiendo 9 µl de tampón desnaturalizante que lleva formamida 90% y 25 mM 
EDTA. Las muestras se cargan en un gel de poliacrilamida al 20% desnaturalizante (urea 
8 M) y se deja correr durante 2,5/3 h a 1600V. El revelado se hace mediante 
autorradiografía. Cuando las reacciones se analizan en geles no desnaturalizantes, las 
muestras se cargan en un gel ndPAGE al 6%, y se dejan correr 2 h a 180 V y se revela 
mediante autorradiografía. 
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Ensayos de replicación por círculo rodante en vitro  
Estos ensayos se realizaron en colaboración con la Doctora Elena Seco (este laboratorio), 
y con el grupo del profesor McHenry (Universidad de Colorado). Se incubaron durante 
10 minutos a 37 ºC: 30 nM G40P (hexámero), 180 nM G39P (dímero), 300 nM G38P 
(monómero), 8 nM DnaG (monómero), 15 nM DnaE (monómero), 20 nM PolC 
(monómero), 25 nM τ4, 25 δ nM, 25 nM δ ', 24 nM β2, 30 nM G36P (tetrámero), 5 nM 
DNA molde, 350 mM de ATP, 100 mM de CTP, GTP y UTP, 48 µM de dNTPs (excepto 
18 µM dCTP o dGTP para la síntesis de la cadena líder y de la atrasada respectivamente), 
y α-[32P] dCTP o α-[32P] dGTP (0,2 µCi por reacción). Las reacciones se llevaron a cabo 
en un volumen de 12,5 µl en tampón BsRC que contenía 4% de glicerol, NaCl 19 mM y 4 
mM de Tris-HCl pH 7,5. En primer lugar, se preparó la mezcla de enzimas en tampón 
BsRC, que contiene todos los componentes proteicos, y dos mezclas con sustrato 
compuestas por el molde de DNA, rNTPs y dNTPs y α-[32P] dCTP o α-[32P] dGTP (para 
la medición de la síntesis de la cadena líder y de la retrasada, respectivamente). La 
reacción se inicia cuando se mezclan las enzimas con el correspondiente sustrato. 
Después de la incubación, se añadió un volumen igual de tampón de parada compuesto 
por 40 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,2% de SDS, 100 mM de EDTA y 50 µg/ml de 
proteinasa K y se incubó nuevamente durante 20 min a 37 ºC. Sucesivamente, para 
eliminar los dNTPs no incorporados, se pasó la mezcla de reacción por unas columnas 
empaquetadas con la matriz Sephadex G-50. Finalmente se midió la síntesis de DNA 
mediante un contador de centelleo. 
 
b) Interacción proteína-proteína 	  
Precipitación con sulfato amónico 
Las interacciones entre G36P y distintas proteínas implicadas en replicación y/o 
recombinación se han estudiado mediante ensayos de precipitación con sulfato amónico, 
utilizando el protocolo descrito para analizar la interacción de RecG de E. coli con SSB 
(Buss, et al., 2008). 
 
Incubamos la proteína 2 µg G36P, o sus variantes, sola o con otra proteína (2 µg) en 
estudio en 40 µl de tampón E durante 15 min en hielo y posteriormente añadimos 145 µl 
de tampón E con sulfato amónico a una concentración final de 1,8 M (que corresponde al 
37% de saturación). Incubamos 5 minutos en hielo y centrifugamos 1 min a 14000 rpm. 
Descartamos los sobrenadantes, lavamos con 20 µl de tampón E con 1,8 M final de 
sulfato amónico y corremos, en un gel de acrilamida-SDS, los precipitados que se 
	  	  
resuspendieron en tampón de carga 1X. Se dejó correr el gel 1 h a 35 mA y el gel se tiñó 
con Coomassie. La concentración de proteína precipitada se cuantificó con el programa 
Quantity One (Bio-Rad). 
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4. RESULTADOS 	  
4.1 Papel de los orígenes de replicación en RDR 
 
4.1.1 G38P une in vitro oriL y oriR y los aparea. 	  
El comienzo de la replicación requiere el reconocimiento de un origen de replicación por 
parte de la proteína organizadora del replisoma. Resultados anteriores indicaban que la 
replicación tipo θ comienza cuando múltiples copias de G38P se unen al origen de 
replicación oriL situado en medio del proprio gen 38 en un DNA superenrollado 
negativamente (Pedre, et al., 1994). El origen de replicación oriL está formado por cinco 
repeticiones de dos tipos de 10 pb (cajas A y B) situadas antes de una región de 30 pb rica 
en AT. In vitro se ha demostrado que la proteína G38P es capaz de unirse también a otra 
región denominada oriR, que está formada por cuatro cajas A y B seguidas de la región 
rica en AT. Sin embargo, G38P muestra in vitro una afinidad por oriL 3-4 veces mayor 
que por oriR (Missich, et al., 1997). Hasta el momento se desconoce cual es la función de 
oriR in vivo. El modelo actualmente propuesto postula que la replicación de SPP1 
comienza por un mecanismo tipo θ desde oriL, y que la proteína G38P unida a oriR actúa 
de barrera de la síntesis iniciada en el otro origen, lo que da lugar a una rotura del DNA 
(Figura 5) (Martinez-Jimenez, et al., 2005). 
Para analizar el funcionamiento del comienzo de la replicación de SPP1, se quiso 
comprobar por microscopía electrónica si G38P unía preferentemente uno de las dos 
regiones ori cuando ambas están presentes en la misma molécula. Para ello, utilizamos el 
plásmido pCB166 que contiene, en la misma orientación que en SPP1, las regiones oriL y 
oriR, separadas por 1,4 Kb aproximadamente. En la Figura 8 se muestra que cuando se 
incuba el plásmido pCB166 (0,68 nM) con altas concentraciones de G38P (200 nM), la 
proteína une casi la totalidad de las moléculas de DNA en dos regiones definidas que 
corresponden con oriL y oriR y a partir de éstos se extiende formando agregados 
alargados (Figura 8 A, B y C). Bajando la concentración de G38P hasta 12,5 nM se 
observa (Figura 8 D, E y F) que parte de las moléculas de DNA están libres de proteína. 
Sin embargo, G38P sigue uniendo la mayoría de las moléculas de plásmido formando dos 
complejos en forma de bola que corresponderían a la proteína unida a oriL y a oriR. En 
algunas de las moléculas se observa que G38P se extiende a partir de estas regiones 
	  	  
formando agregados. En una minoría de las moléculas se observa G38P unida a una de 
las regiones ori formando un único complejo en forma de bola. Bajo las condiciones 
probadas no parece que G38P una preferentemente una de las dos regiones. Además, se 
observa que G38P aparea las regiones oriL y oriR incluso a concentraciones limitantes de 
proteína. 
 
Figura 8. Visualización mediante microscopía electrónica de la unión de G38P a las regiones 
oriL y oriR. El plásmido pCB166 (0,68 nM) que contiene en orientación directa las regiones oriL 
y oriR, separadas aproximadamente 1,4 Kb, se incubó durante 15 min a temperatura ambiente con 
G38P 200 nM (en A, B y C) y 12,5 nM (en D, E y F) en tampón 20 mM TEA, 100 mM NaCl y 5 
mM MgCl2, 1 mM DTT. Posteriormente los complejos se fijaron con 0,2 % glutaraldehído durante 
15 min a 37 ºC. 
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4.1.2 La replicación de alto peso molecular requiere un origen de replicación 
in vivo 
 
Mediante microscopía electrónica se observó que la proteína G38P une ambas regiones 
oriL y oriR. Se decidió corroborar si in vivo el bacteriófago SPP1 utiliza ambas regiones 
para llevar a cabo su replicación. Para determinar in vivo si la replicación concatemérica 
o la replicación tipo σ requieren oriR y/u oriL, se utilizó el plásmido pBT233 
(Ceglowski, et al., 1993) donde fueron clonadas distintas regiones de SPP1 (ver más 
abajo) y la cepa de B. subtilis BG193, que lleva la mutación termosensible dnaB37 
(Levine, et al., 1987). La replicación del plásmido pBT233 es de tipo θ y es dependiente 
de la proteína DnaB, que es un componente del replisoma bacteriano (Lioy, et al., 2010). 
En el mutante termosensible dnaB37, al pasar los cultivos a temperatura no permisiva, se 
consigue bloquear la replicación plasmídica debida a la maquinaria de replicación celular; 
por lo tanto, al infectar las células con el fago SPP1 en estas condiciones, se analiza sólo 
la replicación iniciada por las proteínas virales. 
En primer lugar se realizaron controles en los que la cepa silvestre, llevando el plásmido 
pBT233 (wt-pBT233), y la cepa dnaB37, con el plásmido pBT233 (dnaB37-pBT233) 
fueron crecidas a 30 ºC en agitación en medio líquido LB suplementado con 10 mM 
MgCl2. A la OD560≅ 0.3 las cepas se incubaron a 50 ºC durante 30 minutos y 
sucesivamente fueron infectadas con el bacteriófago SPP1 silvestre con una moi de 10. 
Tras distintos tiempos de infección (0, 15, 30 y 60 min) fue extraído el DNA intracelular 
total. El DNA se cargó en un gel de agarosa del 0,8% y mediante tinción con bromuro de 
Etidio en la Figura 9 A, se observa, que la cantidad del DNA de alto peso molecular 
aumenta tras el pasar del tiempo de infección. Este DNA de alto peso molecular corre a la 
misma altura que el DNA del fago SPP1 (carril 9), pero se desconoce si además de la 
replicación del fago, se pueda estar dando una replicación de plásmido que de lugar a una 
molécula de alto peso molecular. Para estudiarlo, se analizaron por Southern estas 
muestras, utilizando como sonda una región de 400 pb que anilla en la región 6377-6754 
del plásmido pBT233, por lo que sólo reconoce el DNA plasmídico (Figura 9). En la 
Figura 9 B se observa que la concentración del plásmido pBT233 no aumenta tras el 
pasar del tiempo de infección en la cepa dnaB37 (carriles 1-4). En cambio, en la cepa 
silvestre se observa un ligero incremento de la concentración del plásmido pBT233 
(carriles 5-8), sin embargo, en ausencia de infección con SPP1, se observó el mismo 
incremento relativo de DNA plasmídico (dato no mostrado). Los resultados parecen 
indicar que las proteínas de replicación de SPP1 no pueden iniciar la replicación del 
plásmido pBT233. 
	  	  
 
Figura 9. Las proteínas de replicación del fago SPP1 no replican el plásmido pBT233 A. Gel 
de agarosa 0,8% teñido con Br-Et. Se cargó el DNA total extraído de la cepa silvestre de B. 
subtilis, que lleva el plásmido pBT233 (wt-pBT233, carriles 5-8) y de la cepa termosensible 
dnaB37, que lleva el plásmido pBT233 (dnaB37-pBT233 carriles 1-4) tras distintos tiempos de 
infección (0, 15, 30 y 60 min) con SPP1 (moi 10) a temperatura no permisiva. En el carril 9, se 
cargaron 100 ng de DNA de SPP1 purificado y en el carril 10 se cargó el marcador de peso 
molecular λ HindIII B. Southern blot de las mismas muestras revelado mediante una sonda 
específica para el plásmido pBT233. 
 
 
Para comprobar si tanto oriL como oriR son orígenes de replicación se clonaron en el 
vector pBT233. El plásmido pBT233-oriR fue obtenido insertando en el sitio HpaI del 
plásmido pBT233 un fragmento de 530 pb (derivado de pCB71 (Missich, et al., 1997), 
donde 210 pb derivan del oriR-SPPI más 320 pb que derivan del plásmido pUC18) y el 
plásmido pBT233-oriL se obtuvo insertando en el sitio HpaI del plásmido pBT233 el 
fragmento EcoRI de 380 pb del plásmido pBT430 que contiene oriL (Missich, et al., 
1997). 
 
Las cepas de B. subtilis wt-pBT233-oriL, wt-pBT233-oriR, dnaB37-pBT233-oriL, 
dnaB37-pBT233-oriR fueron crecidas a 30 ºC en agitación en medio líquido LB 
suplementado con 10 mM MgCl2. A la OD560≅ 0.3 las cepas se incubaron a 50 ºC durante 
30 minutos y se infectaron con el bacteriófago SPP1 (moi 10). Tras distintos tiempos de 
infección (0, 15, 30 y 60 min) fue extraído el DNA intracelular total. Además, tras 2 
horas de infección se tituló la concentración de SPP1 para averiguar su amplificación. 
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Los resultados obtenidos indican que tras dos horas de infección el fago SPP1 no 
incrementa su título inicial ni en las cepas de B. subtilis silvestre, ni en las cepas dnaB37 
que contienen el plásmido pBT233-oriR o el plásmido pBT233-oriL. 
 
Analizando las muestras de DNA intracelular, notamos mediante tinción con bromuro de 
Etidio que la cantidad de DNA de alto peso molecular aumenta tras el pasar del tiempo de 
infección (Figura 10 en A). Sin embargo, analizando por Southern sólo el DNA 
plasmídico, se observa que, a los 60 minutos de infección, en la cepa silvestre que porta, 
o bien el plásmido que contiene oriR, o bien el plásmido que contiene oriL, incrementa la 
concentración de plásmido en forma de cccDNA, producto de la replicación tipo θ. 
Además se observa un ligero incremento del DNA plasmídico de alto peso molecular que 
podría corresponder al producto de la replicación tipo σ (Figura 10 B carriles de 1 a 4 y 
de 13 a 16). Si además se para la replicación celular utilizando la cepa mutante dnaB37, 
observamos que a la temperatura no permisiva, tras 60 minutos de infección con SPP1, la 
maquinaria de replicación del fago es capaz de incrementar aún más, la concentración de 
cccDNA y de DNA de alto peso molecular de los plásmidos pBT233-oriR y pBT233-
oriL. 
  
	  	  
 
Figura 10. Las proteínas de replicación del fago SPP1 replican el plásmido pBT233-oriR y el 
plásmido pBT233-oriL A. Gel de agarosa 0,8% teñido con Br-Et. Se cargó el DNA total extraído, 
tras la infección con SPP1 (moi 10) a temperatura no permisiva, de las cepas wt-pBT233-oriR 
(carriles 1-4), dnaB-pBT233-oriR (carriles 5-8), dnaB-pBT233-oriL (carriles 9-12), y wt-pBT233-
oriL (carriles 13-16), respectivamente. En el carril 17, se cargaron 100 ng de DNA de SPP1 
purificado. En el carril 18 se cargó el marcador de peso molecular λ HindIII. B. Southern blot de 
las mismas muestras revelado mediante una sonda específica para el plásmido pBT233.  
 
El incremento relativo de DNA plasmídico de alto peso molecular obtenido en tres 
ensayos independientes se cuantificó mediante el programa Quantity One (Biorad) y se 
muestra en la Figura 11. En las cepa silvestre, tras 60 minutos de infección con SPP1, se 
observa que la concentración de DNA de alto peso molecular del plásmido pBT233-oriL 
(o bien del plásmido pBT233-oriR) aumenta aproximadamente 2 veces respecto a la 
concentración que se halla al tiempo 0 de infección. En ausencia de infección con fago, 
no se detecta un aumento de DNA plasmídico de alto peso molecular (dato no mostrado) 
por lo tanto el incremento relativo observado en la Figura 11 es probablemente debido a 
la maquinaria de replicación de SPP1. En la cepa termosensible dnaB37, a la temperatura 
no permisiva, se inhibe la actividad de la maquinaria de replicación celular. Infectando 
con SPP1 las cepas que llevan el plásmido pBT233-oriL (o el plásmido pBT233-oriR) se 
observa que las proteínas de replicación de SPP1 incrementan a los 60 minutos de 
infección aproximadamente 9 veces la concentración de DNA plasmídico de alto peso 
molecular respecto a la concentración que se halla al tiempo 0 de infección. Estos 
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resultados sugieren que la replicación de DNA de alto peso molecular mediada por las 
proteínas de SPP1 requiere un origen de replicación fágico, y que aumenta cuando se 
induce una parada de la replicación.  
 
 
 
Figura 11. Cuantificación en Unidades Arbitrarias (AU) de DNA plasmídico de alto peso 
molecular obtenido en las cepas wt-pBT233-oriR, wt-pBT233-oriL, dnaB-pBT233-oriR y 
dnaB-pBT233-oriL tras la infección con SPP1 (moi 10) a 50ºC. La cuantificación se realizó 
mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y en la gráfica se muestra la media de los 
resultados de tres ensayos independientes. 
 
 
Anteriormente se ha demostrado que, en los plásmidos que replican por círculo rodante, 
la presencia de regiones de homología con el cromosoma de SPP1 facilita la síntesis de 
DNA de alto peso molecular (Bravo & Alonso, 1990). Una posibilidad es que la 
replicación se dispare por la presencia de homología y no por la presencia de un origen de 
replicación. Para comprobar esta hipótesis se clonó una región de homología al DNA de 
SPP1 de 400 pb (el fragmento BsaAI-EcoRV de la región EcoRI-4), que tiene un tamaño 
similar a los fragmentos empleados para clonar oriL y oriR. El plásmido se denominó 
pBT233-400HR y se transformó en la cepa silvestre (BG214) y en la mutante 
termosensible dnaB37 (BG193). 
 
La cepa de B. subtilis wt-pBT233-400HR y la cepa dnaB37-pBT233-400HR fueron 
crecidas a 30 ºC en agitación en medio líquido LB suplementado con MgCl2 10 mM. A la 
OD560≅ 0.3 las cepas se incubaron a 50 ºC durante 30 minutos y se infectaron con el 
bacteriófago SPP1 (moi 10). Tras 2 horas de infección se tituló la concentración de SPP1 
en el sobrenadante del cultivo y se observó que el fago SPP1 había incrementado su título 
aproximadamente 46 veces en la cepa silvestre de B. subtilis pBT233-400HR y 45 veces 
en la cepa termosensible dnaB37-pBT233-400HR (media de tres ensayos 
	  	  
independientes). Para averiguar si SPP1 puede iniciar la replicación del plásmido 
pBT233-400HR se extrajo el DNA intracelular total de las cepas silvestre y de la cepa 
termosensible dnaB37 tras distintos tiempos de infección con SPP1 a temperatura no 
permisiva (0, 15, 30 y 60 minutos). Analizando por Southern el DNA plasmídico, 
utilizando una sonda específica del plásmido, se observa en la Figura 12, que no se 
detecta ni en la cepa silvestre y ni en la cepa mutante un aumento de DNA de alto peso 
molecular, por lo tanto la replicación iniciada por las proteínas virales que se detecta en 
los plásmidos pBT233-oriL y pBT233-oriR es dependiente de origen. 
 
 
 
 
Figura 12. La maquinaría de 
replicación de SPP1 requiere 
una región ori para ensamblar 
una replicación de alto peso 
molecular. Southern blot con 
sonda específica del plásmido 
pBT233 de las cepas wt-
pBT233-400HR y dnaB37-
pBT233-400HR tras distintos 
tiempos de infección (0, 15, 60 y 
60 minutos) con SPP1, a 
temperatura no permisiva.  
 
 
4.1.3 La replicación de alto peso molecular requiere las proteínas virales 
G35P y G38P 
 
Utilizando un mutante termosensible del fago SPP1 en G35P (tsI20F,(Burger & Trautner, 
1978)), inhibimos la actividad de la proteína recombinasa generando una parada de la 
replicación (Ayora, et al., 2002); por lo que, si el DNA que se sintetiza a partir del 
plásmido pBT233-oriR en la cepa dnaB37 a temperatura no permisiva es producto de 
replicación dependiente de recombinación, no debería de verse tal síntesis infectando con 
un mutante termosensible en G35P. 
 
Infectando con el fago mutante tsI20F la cepa wt-pBT233 y wt-pBT233-oriR se observa 
en la Figura 13 A que, o bien la maquinaría de replicación de la célula (en la cepa wt), o 
bien la maquinaria de replicación de SPP1 (en la cepa wt, y exclusivamente en la cepa 
dnaB37), replican el plásmido pBT233 o el plásmido pBT233-oriR, mediante un 
mecanismo tipo θ, generando moléculas de cccDNA. La maquinaría de replicación viral 
no parece necesitar la proteína G35P para llevar a cabo la replicación tipo θ. Sin embargo, 
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en la cepa wt-pBT233-oriR no se observa síntesis de DNA plasmídico de alto peso 
molecular (carriles 5-8 de la Figura 13 A). Este mismo resultado se observa infectando la 
cepa dnaB37-pBT233-oriR con el fago tsI20F, a temperatura no permisiva (carriles 15-18 
de la Figura 13 A). En ausencia de G35P, la maquinaria de replicación del fago no 
genera DNA de alto peso molecular en presencia del origen de replicación oriR (Figura 
10 A carriles 15-18). Por lo tanto la replicación masiva de alto peso molecular observada 
anteriormente (Figura 10) requiere G35P, y es una replicación dependiente de 
recombinación.  
 
 
Figura 13. A y B: La replicación de alto peso molecular del plásmido pBT233-oriR requiere 
las proteínas G35P y G38P. Southern blot con sonda específica del plásmido pBT233. DNA de 
los distintos plásmidos, en la cepa silvestre o en la cepa dnaB37 (llevadas a temperatura no 
permisiva), extraídos a los tiempos indicados tras la infección con SPP1 tsI20F (mutante en G35P) 
en A o con tsB3 (mutante en G38P) en B. En los carriles 9 y 14 se muestra el DNA extraído antes 
de llevar la temperatura del cultivo a 50ºC y de infectar con SPP1. 
 
 
Para ver si la replicación tipo θ y la replicación dependiente de recombinación son 
específicas de la región “ori” y requieren G38P unido a él, se hizo el mismo ensayo pero, 
infectando las cepas wt-pBT233, wt-pBT233-oriR, dnaB37-pBT233, dnaB37-pBT233-
oriR con el mutante de SPP1 tsB3, mutante de G38P termosensible (Missich, et al., 
1997).  
 
En las cepas que contienen el plásmido pBT233-oriR, en ausencia de G38P, no se 
observa un aumento de cccDNA del plásmido (carriles 5-8 y 15-18). Además, en la 
	  	  
Figura 13 se observa que infectando con el mutante en G38P la cepa dnaB37-pBT233-
oriR, a temperatura no permisiva, las proteínas virales no generan DNA de alto peso 
molecular y no replican masivamente el plásmido (Figura 13 B carriles 15-18). Estos 
resultados indicarían que, in vivo, la replicación tipo θ y la replicación dependiente de 
recombinación requieren la proteína organizadora del replisoma de SPP1. 
 
Se repitió el mismo ensayo, infectando con los mutantes tsB3 y tsI20F la cepa dnaB37-
pBT233-oriL. En ausencia de G38P, o G35P, aunque se induzca una parada de la 
replicación, no se observa replicación masiva de DNA de alto peso molecular del 
plásmido pBT233-oriL. Sin embargo, en ausencia de G35P, la replicación tipo θ no está 
afectada (Figura 14 carriles 1-4), sólo se bloquea en ausencia de G38P (Figura 14 
carriles 5-8). 
Los dos orígenes de replicación parecen tener el mismo papel in vivo. 
 
 
 
Figura 14. La replicación de alto 
peso molecular del plásmido 
pBT233-oriL requiere las proteína 
G35P y G38P. Southern blot con 
sonda específica del plásmido 
pBT233. DNA del plásmido pBT233-
oriL en la cepa dnaB37 (llevada a 
temperatura no permisiva), extraído a 
los tiempos indicados tras la infección 
con SPP1 tsI20F (de 1 a 4) ó con tsB3 
(de 5 a 8). 
 
 
4.1.4 La replicación de alto peso molecular se dispara tras la rotura de la 
doble cadena de DNA 
 
En la cepa dnaB37 en presencia de oriL u oriR, cuando se infecta con SPP1 a 
temperatura no permisiva, observamos más replicación de alto peso molecular que en la 
cepa silvestre. Nuestra hipótesis es que in vivo la replicación del fago comienza en uno de 
los orígenes y que al llegar la maquinaria de replicación al otro origen, la presencia de 
G38P fuertemente unida a él genera una parada de la replicación, una regresión de la 
horquilla y un corte por una resolvasa de estructuras de Holliday, lo que da lugar a una 
rotura de la doble cadena de DNA que sería procesada por G34.1P y G35P, y que 
generaría la formación de un bucle-D (Figura 5). Es posible que en la cepa dnaB37 la 
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parada de la replicación producida al pasar a la temperatura no permisiva genere una 
rotura de doble cadena de DNA como se ha observado en E. coli (Michel, et al., 1997) y 
sea esta rotura la que determine el cambio de replicación de tipo θ a tipo σ. 
Para comprobar si una rotura de doble cadena genera replicación de alto peso molecular 
se introdujo en el plásmido pBT233 el sitio de corte de la endonucleasa SceI (Simmons, 
et al., 2007). Luego, por trasducción se insertó en el cromosoma de B. subtilis el gen que 
codifica para la enzima de restricción SceI. El gen se encuentra en el amy locus y su 
expresión se induce en presencia de xilosa (Simmons, et al., 2007). 
La cepa de B. subtilis que lleva integrado en el cromosoma el gen que codifica la 
endonucleasa SceI se denominó B. subtilis BS1531. En esta cepa se transformó el 
plásmido pBT233-SceI y la células fueron crecidas a 30 ºC en agitación en medio mínimo 
S750, suplementado con MgCl2 10 mM. A la OD560≅ 0.3 se añadió al cultivo xilosa 
(0,5%) y al mismo tiempo la células se infectaron con el bacteriófago SPP1 (moi 10). 
Tras distintos tiempos de infección (0, 15, 30 y 60 min) fue extraído el DNA intracelular 
total. 
En la Figura 15 analizamos por Southern la replicación del plásmido pBT233-SceI y 
observamos que infectando las células con SPP1 la síntesis de DNA de alto peso 
molecular aumenta tras el paso del tiempo (Figura 15 carriles 5-8, 13-16). Sin embargo, 
en células no infectadas con SPP1, no se observa un aumento de la concentración de 
DNA de plásmido de alto peso molecular (Figura 15 carriles 1-4, 9-12). 
Independientemente de la inducción con xilosa, las células que se infectan con SPP1 
disparan la replicación de DNA de alto peso molecular del plásmido pBT233-SceI. Este 
efecto podría ser debido a un escape del promotor de la SceI endonucleasa, puesto que en 
la cepa wt-pBT233 no se observó replicación de DNA de alto peso molecular (Figura 9). 
Este resultado nos indica que la maquinaría de replicación del bacteriófago no requiere 
una origen de replicación para disparar la replicación tipo σ, siempre y cuando se 
produzca una rotura previa de la doble cadena de DNA. 
	  	  
 
Figura 15. La rotura de la doble cadena de DNA dispara la replicación de alto peso 
molecular mediada por proteínas virales. Southern blot con sonda específica del plásmido 
pBT233. DNA del plásmido pBT233-SceI en la cepa B. subtilis BS1531 (que lleva integrado en el 
cromosoma el gen que codifica para la endonucleasa SceI) extraídos a los tiempos indicados tras la 
infección con SPP1 y/o la inducción con xilosa (donde indicado). 
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4.2 Análisis Bioquímico 
 
4.2.1 La proteína G36P 
 
La proteína G36P es una proteína con homología a SSB de E. coli (29%) y a SsbA de B. 
subtilis (43%) (Alonso, et al., 1997), proteínas que unen con alta afinidad DNA de cadena 
sencilla y que actúan como organizadores del replisoma (Shereda, et al., 2008). 
 
Figura 16. Alineamiento de la proteína G36P de SPP1 con las proteínas SsbA de B. subtilis y 
SSB de E. coli (obtenido mediante el programa Boxshade). En negro se muestran los 
aminoácidos idénticos, en gris los conservados. La línea roja evidencia los 35 aminoácidos que se 
han delecionado en el mutante termosensible ssbΔ35. Los tres asteriscos rojos indican los 
aminoácidos donde termina la secuencia de los mutantes de deleción de G36P realizados en este 
trabajo. 
 
Se ha descrito en E. coli y en B. subtilis que SSB interacciona mediante el dominio C-
terminal con distintas proteínas implicadas en replicación, recombinación y reparación de 
DNA (Costes, et al., Shereda, et al., 2008, Costes, et al., 2010). La corta secuencia 
aminoácidica DDDIPF del dominio C-terminal de la proteína SSB de E. coli no se 
requiere para la unión a DNA de cadena sencilla, y no es necesaria para la 
tetramerización de la proteína (Burger & Trautner, 1978, Curth, et al., 1996, Lecointe, et 
al., 2007). Sin embargo la interacción de SSB con 14 proteínas, se debe a la presencia de 
este dominio (Shereda, et al., 2008). El dominio C-terminal de SSB de E. coli está 
altamente conservado en proteínas de unión a cadena sencilla de bacterias Gram positivas 
y Gram negativas (Lu & Keck, 2008). En el alineamiento (Figura 16) se observa que el 
dominio C-terminal de SSB de E. coli tiene homología con la región C-terminal de las 
proteínas SsbA B. subtilis y G36P de SPP1. 
	  	  
Con el fin de estudiar si in vivo el bacteriófago utiliza la proteína de unión a cadena 
sencilla SsbA de la bacteria, infectamos con SPP1 las cepas de Bacillus subtilis FLB23 y 
FLB22 (Costes, et al., 2010). En estas cepas, el gen esencial rpsR, situado 
inmediatamente después del gen ssb, se encuentra bajo el control del promotor inducible 
por IPTG Pspac. Las cepas FLB23 y FLB22 expresan el gen que codifica, respectivamente, 
para la proteína SsbA silvestre (ssb3+) y para la forma mutante ssbΔ35, de la cual se han 
eliminado los últimos 35 aminoácidos del dominio C-terminal. La cepa que contiene la 
deleción, presenta en medio LB y para la misma OD560, una eficiencia de plaqueo 10 
veces menor que la cepa control ssb3+ y es termosensible a temperatura no permisiva 
(47ºC) (Costes, et al., 2010). Teniendo en cuenta la diferente viabilidad, se infectaron, a 
temperatura permisiva y no permisiva, las cepa control ssb3+ y la mutante ssbΔ35 con 
SPP1 (moi de 10). Tras dos horas de infección, se tituló el fago y se observó que en 
ambas cepas el bacteriófago podía replicarse con la misma eficiencia. Este resultado 
indicaría que SsbA de B. subtilis no es esencial para su replicación y que G36P es la 
proteína tipo SSB que actúa en el replisoma de SPP1. 
Para empezar el estudio bioquímico de la proteína G36P se llevó a cabo su purificación, 
como se describe en materiales y métodos, y se determinó el estado oligomérico mediante 
geles de acrilamida nativos de gradiente (4-20%). Se cargó la proteína G36P (1,5 µM) en 
tampón 20 mM Tris HCl, 90 mM NaCl, 5 mM DTT y 5% glicerol, en un gel de gradiente 
que corrió durante 4 horas, a 4 ºC, a 60V. Luego, se tiñó el gel con tinción plata y se 
observó que la proteína G36P, que en su estado monomérico tiene un peso molecular de 
17 kDa, corre en condiciones nativas como un tetrámero, formando una única banda que 
corre a la altura de 68 kDa aproximadamente. 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Estado oligomérico de la proteína G36P. 
Se cargó la proteína G36P (1,5 µM) en tampón 20 mM 
Tris HCl, 90 mM NaCl, 5 mM DTT y 5% glicerol) en 
un gel nativo de gradiente 4-20% teñido con tinción de 
plata. A la derecha se muestra el marcador de peso 
molecular en kDa.  
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4.2.2 Construcción y purificación de mutantes de deleción de la proteína 
G36P 
 
Nuestra hipótesis de trabajo es que el dominio C-terminal de la proteína G36P puede estar 
implicado en la interacción con otras proteínas del replisoma, por lo tanto se construyeron 
tres mutantes de deleción a los que le faltan respectivamente, 9, 15, y 21 aminoácidos de 
la región C-terminal (véase Figura 16). Estos mutantes de deleción del gen 36 de SPP1 
se construyeron por PCR y se insertaron en el vector de sobreexpresión pET3a. Los 
mutantes de la proteína G36P se denominaron ΔC9, ΔC15, y ΔC21 y le faltan 
respectivamente, los últimos 9, 15, y 21 aminoácidos de la región C-terminal. Las 
proteínas se purificaron según el protocolo descrito en materiales y métodos para la 
proteína silvestre (Figura 18). 
 
 
 
 
 
Figura 18. Purificación de los 
mutantes de deleción de la proteína 
G36P. Se cargaron concentraciones 
crecientes (200-400 ng) de la proteína 
silvestre y de cada mutante purificado 
(100-200 ng) en un gel SDS-PAGE 
del 15% teñido con azul brillante de 
Coomassie. A la izquierda se muestra 
el marcador de peso molecular en 
kDa.
 
El estado oligomérico de los mutantes se determinó corriendo las proteínas purificadas 
(1,5 y 3 µM) en tampón 20 mM Tris HCl, 90 mM NaCl, 5 mM DTT y 5% glicerol en 
geles de poliacrilamida nativos de gradiente (4-20%). Las variantes de G36P, ΔC9, 
ΔC15, y ΔC21, al igual que la proteína silvestre, corren en condiciones nativas como 
tetrámeros, mostrando en el gel una única banda de 64 kDa, 61,6 kDa y 58 kDa, 
respectivamente (Figura 19). Este resultado indica que las mutaciones no interfieren en 
la tetramerización de la proteína. El estudio de la estructura de rayos X de un mutante que 
contiene el dominio de unión a DNA de cadena sencilla de la proteína SSB de E. coli 
(residuos 1-135) ha revelado que este mutante de deleción del dominio C-terminal puede 
formar tetrámeros (Raghunathan, et al., 1997). Además, se ha demostrado mediante 
estudios de cristalografía por filtración por gel que los aminoácidos 89-105 desempeñan 
	  	  
un papel clave en el mantenimiento del homotetrámero de la proteína SSB silvestre 
(Kinebuchi, et al., 1997). 
 
 
 
Figura 19. Estado oligomérico de los 
mutantes de deleción de la proteína 
G36P. Se cargaron 1,5 µM (+) y 3 µM (++) 
de los mutantes ΔC21, ΔC15 y ΔC9 (en 
tampón 20 mM Tris HCl, 90 mM NaCl, 5 
mM DTT y 5% glicerol) en un gel nativo 
de gradiente 4—20% teñido con tinción con 
plata. A la derecha se muestra el marcador 
de peso molecular en kDa.  
 
 
4.2.3 Capacidad de unión a DNAcs de los mutantes de deleción de G36P 
 
Para estudiar si los mutantes de deleción conservaban la capacidad de unión a DNA de 
cadena sencilla se realizaron ensayos de unión en gel. Se incubaron durante 10 minutos a 
37 ºC concentraciones crecientes de la proteína G36P con el oligonucleótido A2 de 114-
nt marcado radioactivamente (0,4 nM) en tampón D con 5 mM MgCl2. Luego las 
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, glicina 
250 mM pH 8 y se dejó correr a 180 V durante 90 min a temperatura ambiente.  En la 
Figura 20 se observa que la proteína G36P silvestre a bajas concentraciones forma un 
único complejo (complejo I); sin embargo, cuando se incrementa la concentración de 
proteína aparece un complejo con menor movilidad, llamado complejo II. Probablemente 
la formación del complejo I se debe a la unión de un tetrámero al DNA, el complejo II a 
la unión de dos tetrámeros al DNA. La proteína G36P presenta una Kapp= 0,2 ± 0,2 nM.  
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 Figura 20. Unión de G36P a DNAcs de 114 
nt. Se incubó el DNAcs (0,4 nM) con 
concentraciones crecientes de G36P (0,01, 
0,02, 0,05, 0,1 0,2, 0,5 y 1 nM como 
tetrámero) durante 10 min a 37ºC en tampón 
D con 5 mM MgCl2. G36P forma con el DNA 
dos complejos que tienen diferente movilidad 
que se indican con I y II. Las muestras se 
cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% en 
tampón Tris 25 mM, glicina 250 mM pH 8 y 
se dejó correr a 180 V durante 90 min a 
temperatura ambiente. Se secó el gel y se 
reveló por autorradiografía.  
 
Se analizó si los mutantes de G36P conservaban la misma afinidad para el DNAcs. El 
oligo marcado de 114 nt se incubó con concentraciones crecientes de las variantes ΔC9, 
ΔC15 y ΔC21. En la Figura 21 se muestra que las variantes no ha perdido su capacidad 
de unión a DNA de cadena sencilla. En particular, se observó que los mutantes ΔC9 
(Kapp= 0,25 ±  0,1 nM) y ΔC15 (Kapp= 0,2 ± 0,2 nM) tienen una afinidad de unión similar 
a la de la proteína silvestre (Kapp= 0,2 ± 0,2 nM) y forman los dos tipos de complejos. El 
mutante ΔC21 presenta una afinidad por el DNA de cadena sencilla ligeramente mayor 
que la proteína silvestre con Kapp = 0,1 ±  0,01 nM , observándose también la presencia de 
dos complejos. 
  
	  	  
 
Figura 21. Unión de G36P-ΔC21 a DNAcs [γ32P] 114nt. En A Se incubó el DNAcs (0,4 nM) con 
concentraciones crecientes (31 pM, 62,5 pM, 125 pM,  250 pM, 500pM, 1 nM, 2 nM en dímeros) 
de G36P-ΔC9 (del carril 2 al 8) o con G36P-ΔC15 (del carril 10 al 16) durante 10 min a 37ºC en 
tampón D con 5 mM MgCl2. Las calles 1 y 9 no llevan proteína. En B, se incubó el DNA con 
concentraciones crecientes (7 pM, 15 pM, 31 pM, 62,5 pM, 125 pM,  250 pM, 500 pM) de G36P-
ΔC21 (del carril 2 al 8) durante 10 min a 37ºC en tampón D con 5 mM MgCl2. La calle 1 no lleva 
proteína. Las reacciones se pararon con un tampón de carga y se separaron en un gel de 
poliacrilamida del 5% en tampón Tris-Glicina y se revelaron por autorradiografía. 
 
 
4.2.4 Papel de la región C-terminal en la estabilidad del complejo DNAcs-
G36P 
 
Los resultados anteriores indican que los mutantes de deleción de G36P tienen la misma 
afinidad por el DNAcs que la proteína silvestre. Se decidió estudiar si la región C-
terminal de la proteína G36P podría estar implicada en la estabilidad del complejo 
DNAcs-G36P mediante ensayos de unión a filtros de nitrocelulosa. El oligo polydT de 80 
nt (0,5 nM) marcado radioactivamente, se incubó con 8 nM de G36P, o de sus variantes, 
en un tampón D con 5 mM MgCl2,. Luego, se añadió un exceso (1:80) de polydT frío 
(tiempo 0), y se tomaron muestras después de 5, 10 y 20 minutos, diluyendo 20 µl de 
reacción en 1 ml del mismo tampón frío. A continuación, las muestras se filtraron con 
filtros de nitrocelulosa 0,45 µm y los filtros se lavaron con 2 ml de tampón D con 5 mM 
MgCl2. Sólo el DNA unido a proteínas se queda retenido en el filtro, por lo tanto, 
midiendo la radioactividad, mediante un contador de centelleo, se puede cuantificar 
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cuanto DNA de cadena sencilla marcado queda unido a la proteína, tras la adición de un 
competidor. La Figura 22 muestra que la proteína G36P silvestre forma un complejo 
poco estable con el DNA de cadena sencilla: entre los 5 y los 20 minutos sólo se 
mantiene un ≅15% del complejo. Analizando los mutantes de deleción se observa que 
conforme aumenta el tamaño de la deleción, la estabilidad del complejo disminuye. El 
mutante ΔC21 tiene una estabilidad del complejo 20 veces menor respecto a la proteína 
silvestre. 
 
Figura 22. Estabilidad del complejo DNA-proteína. Media de tres experimentos independientes 
de unión a filtro de nitrocelulosa. Se incubaron con un oligo polydT de 80 nt marcado 
radioactivamente (0,5 nM) 8 nM de G36P, o de sus variantes, en el tampón D con 5 mM MgCl2, 
durante 10 minutos a 37ºC. Posteriormente, se añadió un exceso (1:80) de polydT frío y a tiempo 
0, 5, 10 y 20 minutos, y se diluyeron 20 µl de reacción en 1 ml del mismo tampón. Las muestras se 
filtraron con filtros de nitrocelulosa 0,45 µm y los filtros se lavaron con 2 ml de tampón D con 5 
mM MgCl2. Los filtros se secaron y la radioactividad se midió mediante un contador de centelleo. 
Se consideró como 100% del DNA retenido el oligo polydT de 80 nt (0,5 nM) marcado, que tras la 
adición de TCA 10%, se retiene en el filtro. 
 
4.2.5 Interacción de G36P y de ΔC21-G36P con proteínas del replisoma de 
SPP1. 
 
En E. coli, se ha demostrado que la proteína SSB interacciona por lo menos con 14 
proteínas implicadas en replicación y recombinación, y esa interacción es a través del 
dominio C-terminal acídico (Shereda, et al., 2008). En B. subtilis, el dominio C-terminal 
acídico se requiere para la interacción con al menos 12 proteínas (Costes, et al., 2010).  
 
	  	  
Hasta el momento sólo se ha descrito la interacción entre G36P y G35P (Ayora, et al., 
2002) de la que se desconoce la región de interacción. La región C-terminal de G36P 
también presenta una serie de residuos ácidos conservados (Figura 16) de forma que, por 
similitud con las proteínas SSB de B. subtilis y E. coli, se postulaba que este dominio 
estaría implicado en la interacción con las proteínas que actúan en el replisoma de SPP1. 
Durante la purificación se observó que la proteína G36P precipitaba a baja concentración 
de sulfato amónico (37%), mientras que a esta concentración la mayoría de las proteínas 
se mantenían solubles. Utilizamos esta característica de G36P para estudiar las posibles 
interacciones que podrían existir entre la proteína de unión a cadena sencilla y otras 
proteínas implicadas en la replicación del fago. Se ensayó la interacción de G36P con las 
proteínas de replicación codificadas por SPP1: la helicasa G40P (Ayora, et al., 2002) , la 
proteína de unión al origen G38P (Missich, et al., 1997), el cargador de helicasa G39P 
(Ayora, et al., 2002), así como de otras dos proteínas de la bacteria que participan en la 
replicación de SPP1 purificadas en el laboratorio: la primasa de B. subtilis DnaG (Ayora, 
et al., 1998), y la subunidad τ de la DNA PolIII (Martinez-Jimenez, et al., 2002). 
Antes de empezar los ensayos de interacción, se comprobó que la proteína G36P, y la 
mutante ΔC21, no precipitan proteínas con la que no interaccionan como por ejemplo 
BSA. En el control, la proteína G36P, o la variante G36P-ΔC21 (2 µg), se incubó con 2 
µg de BSA en un volumen de 40 µl en tampón E que contiene 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 
150 mM NaCl, 5 mM DTT, 5% glicerol, y tras 15 min de incubación en hielo se 
añadieron 145 µl de tampón de reacción suplementado con sulfato amónico a la 
concentración final de 1,8 M (que corresponde al 37% de saturación) y se incubó durante 
5 minutos más. Se centrifugó 1 minuto a 14000 rpm a 4 ºC y luego se lavó el precipitado 
con 20 µl de tampón de reacción con sulfato amónico 1,8 M, y finalmente se cargó el 
precipitado en un gel de acrilamida SDS-PAGE del 15%. El mismo ensayo se llevó a 
cabo incubando 2 µg de cada proteína sola y añadiendo sulfato amónico como descrito 
anteriormente. 
En la Figura 23 se muestra que las proteína G36P y la variante G36P-ΔC21 precipitan 
(carriles 2-4), pero no favorecen la precipitación de la proteína BSA (carril 1 y 3), puesto 
que no interaccionan con ésta. Además, se muestra que la proteína BSA apenas precipita 
en presencia de sulfato amónico 1,8 M (carril 5). En otro gel se comprobó que la proteína 
BSA se quedó en el sobrenadante (dato no mostrado). 
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Figura 23. Control de ensayos de precipitación. 
Gel SDS-PAGE del 15% teñido con azul brillante 
de Coomassie donde se muestran las proteínas 
precipitadas tras la adición de sulfato amónico 1,8 
M. El + indica que las proteínas (2 µg de cada 
variante) se preincubaron con 2 µg de BSA en un 
volumen final de reacción de 40 µl. En el carril 5 se 
muestra la precipitación de la proteína BSA sola. 
 
Para asegurarse que las proteínas ensayadas no precipitan en presencia del 37% de 
saturación de sulfato amónico por la presencia de otra proteína (es decir, por aumento de 
la concentración total de proteínas), se incubaron 2 µg de cada proteína con 2 µg de BSA 
en un volumen de 40 µl, y se realizó el experimento en las condiciones anteriormente 
descritas. En ningún caso se detectó un aumento de concentración de proteína precipitada 
en presencia de BSA (dato no mostrado). 
Una vez realizados todos los controles se procedió a determinar la interacción de G36P 
con las proteínas del replisoma de SPP1. 
La proteína helicasa G40P de Bacillus subtilis es homóloga a la DnaB helicasa 
bacteriana, con una identidad de secuencia del 35% y del 45% con la helicasa replicativa  
de E. coli y la de B. subtilis, respectivamente. Se sabe que G40P interacciona a través de 
dominio N-terminal con la DnaG primasa de B. subtilis (Ayora, et al., 1998, Wang, et al., 
2008). En E. coli se demostró que el complejo homólogo DnaB/primasa recluta la 
primasa a la horquilla de replicación, y ayuda PolII a coordinar la síntesis de la cadena 
líder y de la atrasada, regulando la síntesis de los fragmentos de Okazaki (Zechner, et al., 
1992, Tougu, et al., 1994, Lu, et al., 1996). En E. coli no se ha detectado una interacción 
entre DnaB y SSB, pero se sabe que la primasa interacciona con SSB, aunque no se han 
identificado todavía los dominios de interacción (Yuzhakov, et al., 1999). 
Para corroborar si existe una interacción entre estas proteínas, se incubaron 2 µg G36P 
con 2 µg de G40P, en hielo durante 15 min en 40 µl de tampón E. Luego se añadieron 
145 µl de tampón de reacción suplementado con sulfato amónico (concentración final 1,8 
M) y tras 5 minutos de incubación se centrifugó durante un minuto a 14000 rpm. Los 
precipitados se lavaron con 20 µl de tampón E con 1,8 M de sulfato amónico y se 
	  	  
volvieron a centrifugar. Finalmente los precipitados se resuspendieron en tampón 
Cracking 1X y se cargaron en un gel de acrilamida SDS-PAGE 15%.  
En tres ensayos independientes, se observó que en ausencia de G36P, el 18 ± 19% de la 
proteína G40P precipita sola (Figura 24, calle 3). Sin embargo, cuando incubamos 
previamente la proteína G40P con G36P el 69 ± 17% de G40P va al precipitado. Eso nos 
indicaría una posible interacción. Para averiguar si ésta es a través del dominio C-
terminal de G36P se incubó la helicasa con el mutante G36PΔC21. En tres ensayos 
independientes, el 72 ± 9% de la proteína G40P precipita si preincubada con el mutante 
(Figura 24, calle 4). El resultado nos indicaría que G36P y G40P no interaccionan 
mediante el dominio C-terminal. 
 
 
Figura 24. El dominio C-terminal de 
G36P no se requiere para la interacción 
con G40P. Gel SDS-PAGE del 15% teñido 
con azul brillante de Coomassie donde se 
muestran las proteínas precipitadas tras la 
adición de sulfato amónico 1,8 M. La 
proteína G40P apenas precipita (calle 3) al 
37% de saturación de sulfato amónico, en 
cambio la proteína G36P y el mutante de 
deleción ΔC21 aparecen en el precipitado 
(carriles 1 y 5 respectivamente). La proteína 
G40P precipita mayoritariamente si se 
preincuba con la proteína G36P o su variante 
(carriles 2 y 4). 
 
Disponemos de G38P, proteína de unión al origen (Missich, et al., 1997), y de la proteína 
G39P (Ayora, et al., 1998), cargador de la helicasa, que junto a G40P forman el complejo 
de iniciación de la replicación de SPP1. 
Para corroborar si G36P interacciona sólo con la helicasa, o también con otras proteínas 
encargadas del comienzo de la replicación y codificadas por el fago, se realizaron ensayos 
de precipitación al 37% de saturación de sulfato amónico de G38P y de G39P en 
presencia de las proteínas G36P y G36P-ΔC21. Se incubaron 2 µg de G36P, o de su 
variante ΔC21, con 2 µg de G38P (o G39P), en hielo durante 15 min en 40 µl de tampón 
E. Luego se añadieron 145 µl de tampón de reacción suplementado con sulfato amónico 
(concentración final 1,8 M) y tras 5 minutos de incubación se centrifugó durante un 
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minuto a 14000 rpm. Los precipitados se lavaron con el tampón E con 1,8 M de sulfato 
amónico y luego se cargaron en un gel de acrilamida SDS-PAGE 15%. 
En tres ensayos independientes, se observó que el 22 ± 5% de la proteína G38P precipita 
sola, como se observa en el carril 5 de la Figura 25. El porcentaje de proteína en el 
precipitado aumenta hasta el 33 ± 6% cuando se preincuba G38P con G36P, y hasta el 26 
± 7% cuando se preincuba con su variante que ha perdido el dominio C-terminal (Figura 
25, carriles 4 y 2, respectivamente). Este resultado indica que la proteína G36P podría 
interaccionar débilmente con G38P a través del dominio C-terminal, aunque el 
experimento no es concluyente porque el porcentaje de proteína precipitado es pequeño. 
 
 
Figura 25. G36P podría interaccionar débilmente 
con G38P a través del dominio C-terminal. Gel 
SDS-PAGE del 15% teñido con azul brillante de 
Coomassie donde se muestran las proteínas 
precipitadas tras la adición de sulfato 
amónico (1,8 M final). Las proteínas (2 µg 
de cada variante) se incubaron en 40 µl de 
tampón E y tras 15 minutos, se añadieron 
145 µl de tampón E con sulfato amónico 
(concentración final 1,8 M). Se incubaron 
las muestras 5 minutos más y se centrifugó. 
Los precipitados se lavaron con 20 µl de 
tampón E con 1,8 M final de sulfato 
amónico y se cargaron en el gel. En las 
calles 1, 3 y 5 se muestran, 
respectivamente, la precipitación de la 
proteína G36P, de la variante ΔC21, y de la 
proteína G38P, solas. En la calle 2 y 4, 
respectivamente, la precipitación de la 
proteína G38P preincubada con ΔC21, o 
con G36P.  
 
G36P no parece interaccionar con G39P. En dos ensayos independientes, el 27 ± 4% de la 
proteína G39P precipita sola en presencia de sulfato amónico (Figura 26, carril 2) y en 
presencia de G36P (Figura 26, carril 3) no se observa un considerable aumento de la 
cantidad de proteína precipitada (29 ± 8%).  
 
	  	  
 
 
Figura 26. G36P y G39P no interaccionan in 
vitro. Gel SDS-PAGE del 15% teñido con azul 
brillante de Coomassie donde se muestran las 
proteínas precipitadas tras la adición de sulfato 
amónico 1,8 M. 2 µg de G39P, o 2 µg de G36P, 
o bien las dos proteínas juntas, se incubaron en 
40 µl de tampón E y tras 15 minutos de 
incubación en hielo, se añadieron 145 µl de 
tampón E el sulfato amónico (concentración 
final 1,8 M). Se incubaron las muestras 5 
minutos más y se centrifugó. Los precipitados 
se lavaron con 20 µl de tampón E con 1,8 M 
final de sulfato amónico y se cargaron en el 
gel. En las calles 1 y 2 se muestran, 
respectivamente, la precipitación de la proteína 
G36P y de la proteína G39P, solas. En la calle 
3 la precipitación de la proteína G39P 
preincubada con G36P. 
 
Sucesivamente, se averiguó la interacción entre G36P y la primasa DnaG, utilizando el 
mismo protocolo. Se incubaron 2µg de la proteína G36P, o de su variante ΔC21, con 2 µg 
de DnaG, en 40 µl de tampón E durante 15 min en hielo y posteriormente se añadieron 
145 µl de tampón E con sulfato amónico (concentración final de 1,8 M). Incubamos 5 
minutos en hielo y centrifugamos 1 min a 14000 rpm. Los precipitados se lavaron con 20 
µl de tampón E con 1,8 M final de sulfato amónico y se corrieron en un gel de acrilamida 
del 12,5%. 
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Figura 27. G36P no interacciona con DnaG. Gel SDS-PAGE del 12,5% teñido con azul 
brillante de Coomassie donde se muestran las proteínas precipitadas tras la adición de sulfato 
amónico 1,8 M. Las proteínas (2 µg de cada variante) se incubaron en 40 µl de tampón E y tras 15 
minutos, se añadieron 145 µl de tampón E con sulfato amónico (concentración final 1,8 M). Se 
incubaron las muestras 5 minutos más y se centrifugó. Los precipitados se lavaron con 20 µl de 
tampón E con 1,8 M final de sulfato amónico y se cargaron en el gel. En las calles 1, 2 y 5 se 
muestran, respectivamente, la precipitación de la proteína ΔC21, de la proteína silvestre G36P, y 
de la proteína DnaG, solas. En la calles 3 y 4, respectivamente, la precipitación de la proteína 
DnaG preincubada con ΔC21, o con G36P. 
 
En dos ensayos independientes se observa que el 3,5 ± 0,6% de DnaG precipita sola en 
presencia de sulfato amónico (Figura 27, calle 5). Si se pre-incuba con la proteína G36P, 
aparece en el precipitado un 5,7 ± 2% de DnaG (Figura 27, calle 4). Cuando se pre-
incuba con el mutante de deleción precipita el 7,3 ± 1 % de DnaG. Este resultado 
indicaría que la proteína G36P no interacciona con la primasa DnaG. 
En E. coli la proteína SSB interacciona a través del dominio C-terminal con la subunidad 
χ del cargador del factor de procesividad, o complejo DnaX, formado por las subunidades 
τγδδ’χψ (Witte, et al., 2003); en B. subtilis parece que el complejo DnaX está formado 
únicamente por las proteínas τδδ’ (Bruck & O'Donnell, 2000). Por lo tanto, se quiso 
averiguar si la proteína G36P interacciona con la subunidad τ del cargador del factor de 
procesividad de la PolII de B. subtilis. Disponemos de la subunidad τ de la DNA 
polimerasa III de B. subtilis. Se demostró anteriormente que la helicasa G40P 
interacciona con esta subunidad favoreciendo el cargado de la DNA PolIII en el 
primosoma (Martinez-Jimenez, et al., 2002). 
	  	  
Se incubaron 2 µg de G36P con 2 µg de τ, en hielo durante 15 min en 40 µl tampón E. 
Luego se añadieron 145 µl de tampón E con sulfato amónico (concentración final 1,8 M) 
y tras 5 minutos de incubación se centrifugó durante un minuto a 14000 rpm. Los 
precipitados se lavaron con 20 µl de tampón E con 1,8 M de sulfato amónico y luego se 
cargaron en un gel de acrilamida SDS-PAGE 15%. En la Figura 28 se observa que la 
proteína τ precipita sólo si está preincubada con G36P o con la variante ΔC21. En dos 
ensayos independiente, se estimó que el 7 ± 9 % de proteína τ precipita sola, el 45 ± 30 
%, cuando se preincuba con G36P y el 68,5 ± 24% cuando se preincuba con ΔC21. La 
interacción entre G36P y la subunidad τ de la DNA PolIII no está mediada por el dominio 
C-terminal de la proteína de unión a cadena sencilla. 
 
 
Figura 28. G36P interacciona con τ in vitro. Gel SDS-PAGE del 15% teñido con azul brillante 
de Coomassie donde se muestran las proteínas precipitadas tras la adición de sulfato amónico 1,8 
M. La proteína τ no precipita (línea 5), en cambio la proteína G36P y el mutante de deleción ΔC21 
aparecen en el precipitado (líneas 1 y 2 respectivamente). La proteína τ precipita si es preincubada 
con la proteína G36P (línea 4), o con la variante ΔC21 (líneas 3). 
 
Finalmente, de estos experimentos se concluyó que la proteína G36P interacciona 
físicamente con la helicasa replicativa G40P, codificada por el bacteriófago SPP1, y con 
la proteína τ codificada por B. subtilis. G36P parece establecer una fuerte interacción con 
las proteínas G40P y τ, mientras la interacción observada con la proteína organizadora del 
replisoma G38P resultó más débil. Además, los resultados parecen indicar que los últimos 
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21 aminoácidos del dominio C-terminal de G36P sólo son responsables de la interacción 
entre G36P y G38P. 
Para corroborar bioquímicamente este resultado, en colaboración con la Doctora Elena 
Seco (este laboratorio), y con el grupo del profesor McHenry (Universidad de Colorado) 
se averiguó en un sistema de replicación in vitro si las deleciones de G36P en el dominio 
C-terminal no afectan a la replicación de SPP1. 
El grupo del prof. Mc Henry reconstituyó el replisoma de B. subtilis, demostrando que la 
replicación in vitro requiere 13 proteínas (Sanders, et al., 2010). Entre estas proteínas se 
encuentran la helicasa DnaC; el cargador de helicasa DnaI; las proteínas primosomales 
PriA, DnaB y DnaD, que son también cargadores de helicasa; las polimerasas Pol C, y 
DnaE que intervienen en la síntesis de la hebra adelantada y de la hebra retrasada. 
Además se requiere el factor de procesividad β, y la subunidades δ, δ’ y τ, que 
constituyen el cargador del factor de procesividad; por último, se requiere la proteína de 
unión a cadena sencilla SsbA y la primasa DnaG.  
En este laboratorio se ha reconstituido el replisoma de SPP1 in vitro, y se demostró que la 
helicasa DnaC, y los cargadores PriA, DnaI, DnaB y DnaD se podían sustituir por las 
proteínas del fago (G38P, G39P y G40P). Además, se observó que sustituyendo la 
proteína SsbA de B. subtilis por G36P, la horquilla de replicación era capaz de 
reconstituirse y progresar (Seco, et al., 2013). 
 
Se quiso averiguar en el sistema de replicación in vitro si las proteínas mutantes de G36P 
afectan la replicación. Para ello, se utilizó un DNA circular de cadena doble de 409 pb 
que lleva una cola de cadena sencilla de 396 nt en el extremo 5’. Este molde se 
caracteriza por tener en una de las cadenas una proporción de citosinas respecto a 
guaninas de 50:1 y, de este modo, en la otra cadena esta proporción es inversa de 50:1 
para guaninas respecto a citosinas. En el ensayo se utilizan dCTP y dGTP marcados con 
32P en posición α, que se incorporan casi exclusivamente en la hebra adelantada y en la 
hebra retrasada, respectivamente. Este tipo de sustrato permite una replicación en círculo 
rodante y la formación de concatémeros donde el molde de DNA va a estar repetido en 
tándem (Sanders, et al., 2010). Se incubó el molde (5 nM) con las proteínas G38P 300 
nM (en monómero), G39P 180 nM (en dímero), 30 nM G40P (en hexámero) de SPP1, y 
con las proteínas de B. subtilis Pol C (20 nM en monómero), DnaE (15 nM en 
monómero), DnaG (8 nM monómero) y con las subunidades 24 nM β2, 25 nM δ, 25 nM 
δ’ y 25 nM τ4, y se sustituyó G36P con cada uno de los mutantes de deleción. Al 
comparar en la Figura 29 la síntesis de DNA de ambas hebras, la adelantada y la 
retrasada, se encontró que la síntesis de DNA está muy afectada cuando el ensayo se lleva 
	  	  
a cabo en presencia de estos mutantes, tanto a bajas (30 nM carriles 2-5), como a altas 
concentraciones (270 nM carriles 6-9). Los niveles de síntesis de DNA son incluso 
inferiores a los obtenidos en ausencia de G36P (en 1), lo que viene a decir que el extremo 
carboxilo de G36P se necesita para la replicación de DNA de SPP1.  
 
 
Figura 29. El dominio C-terminal de G36P se requiere en la replicación in vitro establecida 
con proteínas purificadas de SPP1 y proteínas de su hospedador. En 1, se cuantifica la síntesis 
de DNA en la hebra líder (en azul) y en la retrasada (en verde) en ausencia de G36P. En 2, 3, 4 y 
5, se cuantifica la síntesis de DNA en presencia 30 nM (en tetrámero) de G36P, G36P-ΔC9, G36P-
ΔC15 y G36P-ΔC21, respectivamente. En 6, 7, 8 y 9 se cuantifica la síntesis de DNA en presencia 
270 nM (en tetrámero) de  G36P, G36P-ΔC9, G36P-ΔC15 y G36P-ΔC21, respectivamente.  
 
 
4.2.6 Interacción entre las proteína G36P y las proteínas de recombinación 
del fago: G34.1P, G44P y G35P 
 
En algunos virus la proteína de unión a cadena sencilla actúa también como recombinasa. 
Es el caso de herpes simplex virus tipo I (HSV-I), donde la proteína de unión a cadena 
sencilla ICP8 cataliza el anillamiento de cadena homólogas e intercambio de cadenas 
(Bortner, et al., 1993). ICP8 además, interacciona con UL12 (Thomas, et al., 1992), la 
exonucleasa alcalina 5’-3’ codificada por el mismo herpes virus y como G35P sobre 
G34.1P en SPP1 (Martinez-Jimenez, et al., 2005), inhibe la actividad exonucleasa sobre 
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DNA de cadena sencilla y estimula la digestión de DNAcd para favorecer el intercambio 
de cadenas (Reuven, et al., 2003). 
En SPP1, no se ha detectado una interacción física entre G34.1P y G35P, pero se sabe 
que existe una coordinación entre la actividad de estas dos proteínas que resulta en el 
anillamiento de cadenas homólogas (Martinez-Jimenez, et al., 2005). Además, se ha 
descrito que la proteína G35P interacciona con G36P (Ayora, et al., 2002). Por lo tanto, 
creemos que G34.1P, G35P y G36P actúan conjuntamente. Por ello, se intentó analizar la 
posible interacción de G34.1P y G35P con G36P.  
Se incubaron durante 15 minutos en hielo 2 µg de la proteína G34.1P sola, y 2 µg de 
G34.1P con 2 µg de G36P en 40 µl de tampón E, y luego se añadieron 145 µl de tampón 
E con sulfato de amonio (concentración final 1,8 M). Cinco minutos después, se 
centrifugo durante 1 minuto a 14000 rpm y se lavó el precipitado con 20 µl tampón E con 
1,8 M de sulfato amónico. El precipitado se resuspendió en tampón Cracking 1X y se 
corrió en un gel de 15%. En tres ensayo independientes, el 76 ± 20% de la proteína 
G34.1P precipita en presencia de sulfato amónico 1,8 M (Figura 30, carril 2). Cuando se 
preincuba con G36P precipita el 83 ± 19% de la proteína (Figura 30, carril 1). Puesto que 
más de la mitad de G34.1P precipita sola, la técnica de precipitación no es apropiada para 
el estudio de la interacción con G36P.  
 
 
Figura 30. G34.1P precipita sola al 37% 
de saturación de sulfato amónico. Gel 
SDS-PAGE del 15% teñido con azul 
brillante de Coomassie donde se muestran 
las proteínas precipitadas tras la adición de 
sulfato amónico 1,8 M. 2 µg de G34.1P, o 2 
µg de G36P, o bien las dos proteínas juntas, 
se incubaron en hielo en 40 µl de tampón E 
y tras 15 minutos se añadieron 145 µl de 
tampón E con sulfato amónico 
(concentración final 1,8 M). Se incubaron 
las muestras 5 minutos más y se centrifugó. 
Los precipitados se lavaron con 20 µl de 
tampón E con 1,8 M final de sulfato 
amónico y se cargaron en el gel. En las 
calles 2 y 3 se muestran, respectivamente, la 
precipitación de la proteína G34.1P y de la 
proteína silvestre G36P. En la calle 1 la 
precipitación de la proteína G34.1P 
preincubada con G36P. 
 
En cambio, como la proteína G35P a 1,8 M de sulfato amónico se mantiene soluble, se 
ensayó su interacción con G36P por precipitación a esta concentración. Se incubó 2 µg de 
la proteína G36P (o sus variantes) con la proteína G35P (2 µg) en 40 µl de tampón E. A 
	  	  
los 15 min de incubación en hielo se añadieron 145 µl de tampón E con sulfato amónico 
(1,8 M final) y 5 minutos después se centrifugó, durante 1 minuto a 14000 rpm. Se 
lavaron los precipitados con 20 µl de tampón E con 1,8 M de sulfato amónico, y se 
corrieron los precipitados en un gel de acrilamida del 15%. En la Figura 31 (en el gel en 
A y en la cuantificación en B), se observa que G35P precipita 3,5 veces más si 
preincubada con G36P. En tres ensayos independientes, el 87 ± 10% de la proteína G35P 
queda en el sobrenadante tras la adición de sulfato amónico y el 13 ± 10% de la cantidad 
relativa de proteína precipita. Sin embargo, si incubamos juntas las dos proteínas G35P y 
G36P observamos que el 44 ± 18% de la proteína G35P precipita. El resultado indica que 
la proteína G35P interacciona con la proteína G36P, como se había mostrado 
anteriormente por columnas de afinidad (Ayora, et al., 2002). 
 
 
Figura 31. G36P y G35P coprecipitan en presencia de 1,8 M de sulfato amónico. En A, gel 
SDS-PAGE del 15% teñido con azul brillante de Coomassie donde se muestran las proteínas 
precipitadas tras la adición de sulfato amónico 1,8 M. 2 µg de G35P, o 2 µg de G36P, o bien las 
dos proteínas juntas, se incubaron en 40 µl de tampón E, y tras 15 minutos, se añadieron 145 µl de 
tampón E con sulfato amónico (concentración final 1,8 M). Se incubaron las muestras 5 minutos 
más y se centrifugó. Los precipitados se lavaron con 20 µl de tampón E con 1,8 M final de sulfato 
amónico y se cargaron en el gel. En las calles 1 y 2 se muestran, respectivamente, la precipitación 
de la proteína G36P y de la proteína G35P, solas. En la calle 3 la precipitación de la proteína G35P 
preincubada con G36P. En B. Cuantificación por Quantity One de la cantidad relativa de G35P en 
el sobrenadante y en el precipitado. En gris, G35P sola, en negro G35P preincubada con G36P. 
 
Se repitió el ensayo, en las misma condiciones, para comprobar si los mutantes de 
deleción de G36P seguían manteniendo la interacción con G35P. En dos ensayos 
independientes se observó que cuando se incuba previamente G35P con el mutante ΔC9, 
precipita aproximadamente el 18%± 10% de la cantidad relativa de G35P, el 26%± 14% 
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con ΔC15 y el 33%± 6,3% en presencia de ΔC21 (Figura 32). El resultado nos indica que 
la proteína G35P sigue interaccionando con el mutante ΔC21, con lo cual los últimos 21 
aminoácidos del dominio C-terminal de G36P no serían responsables de la interacción 
con la proteína G35P. 
 
 
Figura 32. Los mutantes de deleción de G36P interaccionan con G35P. Cuantificación en dos 
ensayos independientes de la cantidad relativa de G35P respecto a la concentración inicial de 2 µg 
en la precipitación con sulfato amónico (37%), en ausencia (en azul claro) y en presencia de 2 µg 
de las variantes ΔC9, ΔC15, y ΔC21 de G36P (en morado, verde oscuro y verde claro, 
respectivamente) en un volumen final de tampón E de 185 µl.  
 
Finalmente se decidió analizar si G36P interacciona con G44P, la resolvasa de estructuras 
de Holliday de SPP1 (Zecchi, et al., 2012). Incubando 2 µg de la proteína G44P con la 
proteína G36P (2 µg) en 40 µl de tampón E en hielo durante 15 minutos, y tras la 
precipitación con sulfato amónico (1,8 M final) en tres ensayos independientes, se 
observó que en presencia de G36P la cantidad relativa de proteína G44P precipitada 
(20,3% ± 8,3%) incrementa de ≈ 4 veces frente a la cantidad de proteína G44P que 
precipita sola en presencia de sulfato amónico (5,9% ± 4,5%). Este resultado podría 
indicar que G36P y G44P interaccionan. 
 
	  	  
 
 
Figura 33. G36P y G44P interaccionan in 
vitro. En A gel SDS-PAGE del 15% teñidos con 
azul brillante de Coomassie donde se muestran 
las proteínas precipitadas tras la adición de 
sulfato amónico 1,8 M. 2 µg de G44P, o 2 µg de 
G36P, o bien las dos proteínas juntas se 
incubaron en tampón E (volumen 40 µl) y tras 15 
minutos de incubación, se añadieron 145 µl de 
tampón E con sulfato amónico 1,8 M final. Se 
incubaron las muestras 5 minutos más y se 
centrifugó. Los precipitados se lavaron con 20 µl 
de tampón E con 1,8 M final de sulfato amónico 
y se cargaron en el gel. En las calles 1 y 2 se 
muestran, respectivamente, la precipitación de la 
proteína G36P y de la proteína G44P, solas. En 
la calle 3 la precipitación de la proteína G44P 
preincubada con G36P. 
 
4.2.7 Construcción y purificación de los mutantes puntuales de G35P 	  
Los resultados mostrados anteriormente demuestran que la proteína G35P se requiere 
para la replicación dependiente de recombinación (Figuras 13 y 14). In vitro, la proteína 
G35P es capaz de unir tanto DNAcs como DNAcd, aunque muestra preferencia por el 
primer sustrato. Además cataliza el intercambio de cadena y el anillamiento de DNAs de 
cadena sencilla homólogos (Ayora, et al., 2002). Se desconocen los dominios de la 
proteína encargados de cada una de estas actividades, ya que no se ha podido obtener la 
estructura de rayos X (M. Martinez Jimenez y Fred Aston, comunicación personal) ni de 
otras proteínas de esta familia. Para determinar posibles dominios de esta proteína se hizo 
un anillamiento de secuencia con otras proteínas de la misma familia y se identificaron 
varios aminoácidos conservados de los que se seleccionaron 4: S76, R127, K224, E248 
(Figura 34). Utilizando el plásmido pCB565, derivado del plásmido pHP13 que lleva 
clonado el gen 35, se realizó mutagénesis dirigida al fin de sustituir estos aminoácidos 
por alanina. Los plásmidos obtenidos se secuenciaron para verificar la secuencia de la 
región codificante. 
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Figura 34. Alineamiento de la proteína G35P con otras proteínas que pertenecen a la familia 
RecT (Boxshade). Se alineó la proteína G35P de SPP1 con las proteínas RecT de Paenibacillus 
mucilaginosus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Bacillus cytotoxicus y Bacillus virus. En negro 
se muestran los aminoácidos idénticos, en gris los conservados. En rojo se evidencian los 
aminoácidos conservados que se han mutado en la proteína G35P. 
 
Los genes mutantes fueron clonados en el vector lanzadera pHP13 para determinar si la 
mutación complementaba o no la función de G35P y los plásmidos resultantes se 
trasformaron en células de B. subtilis. El ensayo de complementación se realizó 
utilizando el mutante termosensible en G35P (tsI20F). Este mutante a temperatura no 
	  	  
permisiva (50 ºC) no puede amplificarse, a menos que se complemente la función de 
G35P in trans.  
Se cultivaron las células de B. subtilis a 30 ºC, que llevaban o bien un plásmido en el que 
se ha clonado el gen que codifica la proteína G35P (o sus variantes), o bien el plásmido 
pHP13 vacío, hasta alcanzar la fase exponencial. Al alcanzar la fase exponencial los 
cultivos se incubaron 30 minutos a 50 ºC en agitación y se infectaron con el mutante 
tsI20F con una moi de 10; tras dos horas de infección (a 50 ºC) se corroboró el título de 
fagos por recuento en placa. En la Tabla 8 se indica el título obtenido en las distintas 
cepas. Los datos obtenidos indican que a temperatura no permisiva, mientras la cepa que 
contiene el gen silvestre de G35P complementa el defecto del mutante tsI20F, las cepas 
que contienen las mutaciones S76A, K224A y R127A, no complementan la ausencia de 
G35P. Por su parte, la cepa que contiene la variante E248A complementa 
aproximadamente un 27% el defecto del mutante tsI20F. Por lo tanto, mientras los 
aminoácidos S76, K224 y R127 parecen esenciales para la actividad de la proteína G35P, 
la ausencia del aminoácido E248 parece producir sólo una atenuación de la función. 
 
Plásmido Título (fagos/ml) tras infección a 50ºC 
pCB565 (G35P wt) 2,6 X 107 
pCB780 (R127A) < 104 
pCB781 (E248A) 0,7 X 107 
pCB782 (K224A) < 104 
pCB783 (S76A) < 104 
pHP13 (control -) < 104 
 
Tabla 8. Complementación in vivo de los mutantes de G35P. Se cultivaron las células de B. 
subtilis, que llevaban, o bien el plásmido pCB565, que lleva la proteína G35P silvestre, o bien los 
plásmidos pCB780, pCB781, pCB782, pCB783, que llevan respectivamente las mutaciones 
R127A, E248A, K224A y S76A de la proteína G35P. Alcanzada la fase exponencial, se incubaron 
las células a 50 ºC durante 30 minutos y luego se infectaron con el mutante tsI20F (moi de 10); 
tras dos horas de infección se corroboró el título de fagos por recuento en placa. El plásmido 
pHP13 vacío, se utilizó como control negativo. 
 
Sucesivamente, se clonaron los genes mutados en el vector de sobreexpresión pET3a y se 
sobreexpresaron las proteínas en E. coli. Para mejorar la solubilidad de estas proteínas, se 
desarrolló un protocolo de sobreexpresión a baja temperatura (18 ºC) y con mínimas 
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concentraciones de IPTG (0,2 mM). Además, como se ha descrito en materiales y 
métodos, se desarrolló un nuevo protocolo de purificación de G35P. La proteína silvestre 
y los distintos mutantes se purificaron con el mismo procedimiento, sin embargo, la 
variante E248A se reveló menos soluble respecto al resto de las proteínas purificadas. 
  
4.2.8 Unión a DNA de las variantes de G35P 	  
La capacidad de las proteínas mutadas para unir DNA se midió por retraso en gel con un 
oligo de 114nt (0,4 nM) marcado radioactivamente en su extremo 5’. El DNA se incubó 
durante 15 min a 37ºC con cantidades crecientes de G35P (o de sus variantes) en tampón 
D en presencia de 5 mM MgCl2 o en presencia de 2,5 mM EDTA. A continuación las 
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, glicina 
250 mM pH 8 y corrieron a 180 V durante 90 min a temperatura ambiente. El gel se secó 
y se reveló por autorradiografía. 
En la Figura 35 se observa que cuando se incrementa la concentración de proteína, G35P 
forma varios complejos difusos, con diferente movilidad, independientemente de la 
presencia de magnesio o EDTA. Estos complejos podrían tratarse o de moléculas de 
G35P unidas a DNAcs que interaccionan con otras G35P unidas a otra moléculas de 
DNA, o bien podrían tratarse de múltiples G35P unidas al DNA.  
 
 
Figura 35. Unión a cadena sencilla de G35P. Desde el carril 2 al 9 y del carril 11 al 18 se 
incubaron respectivamente 0,8 nM, 1,7 nM, 3,5 nM, 7 nM, 15 nM, 30 nM, 60 nM, 120 nM, de la 
proteína G35P con el oligo A2 de 114 nt marcado radioactivamente en tampón D con 5 mM 
MgCl2 (carriles 1-9) o en presencia de 2,5 mM EDTA (carriles 10-18) durante 15 minutos a 37ºC. 
En la calle 1 y en la calle 10 no se añadió proteína. Las muestras se cargaron en un gel de 
poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, glicina 250 mM pH 8. El gel corrió 90 minutos a 180 
V, posteriormente se secó y se reveló por autorradiografía. 
	  	  
Analizando la interacción entre los mutantes de G35P y el DNA de cadena sencilla se 
observa que la variante K224A ha perdido su capacidad de unión a DNAcs (Figura 36). 
A altas concentraciones de proteína (1 µM) no se observa  formación de complejos con el 
DNA. En cambio, en presencia de los mutantes S76A y R127A (Figura 36 parte B y C) 
se observa el mismo patrón de retraso dado por la proteína silvestre. Finalmente, en la 
parte D de la Figura 36 se observa que el mutante E248A, une DNA formando un único 
complejo. Subiendo la concentración de E248A no se observa un aumento del DNA 
retenido. Por lo tanto, es probable que la proteína no forme complejos estables, o bien que 
forme agregados puesto que durante la purificación se reveló menos soluble que las otras 
variantes. 
 
Figura 36. Unión a cadena sencilla de los mutantes de G35P. En A, desde el carril 2 al 6 y del 
carril 9 al 13 se incubaron respectivamente 60 nM, 120 nM, 250 nM, 500 nM y 1000 nM del 
mutante K224A con un oligo de 114nt. En la calle 1 y en la calle 9 no se añadió proteína y en las 
calles 7 y 4 se incubó el DNA con 250 nM de G35P silvestre. En B, desde el carril 2 al 8 y del 
carril 10 al 16 se incubaron respectivamente 15 nM, 30 nM,  60 nM, 125 nM, 250 nM and 500 nM 
del mutante S76A con el DNA. En la calle 1 y en la calle 9 no se añadió proteína. En C, desde el 
carril 2 al 9 y del 10 al 16 se incubaron respectivamente 3,5 nM, 7 nM, 15 nM, 30 nM,  60 nM, 
125 nM, 250 nM y 500 nM del mutante R127A con el DNA. En la calle 1 y en la calle 10 no se 
añadió proteína. En D, desde el carril 2 al 8 y del carril 10 al 16 se incubaron respectivamente 1 
nM, 2 nM, 3,8 nM, 7,5 nM, 15 nM, 30 nM, 60 nM del mutante E248A con el DNA. En la calle 1 y 
en la calle 9 no se añadió proteína. Desde el carril 10 al 16 se incubaron respectivamente 2 nM, 3,8 
nM,  7,5 nM, 15 nM, 30 nM, 60nM  y 125 nM del mutante E248A con el DNA. 
 
En la Tabla 9 se indican las constantes aparentes calculadas en presencia de MgCl2 y en 
presencia de EDTA, utilizando el oligo A2 de 114 nt.  
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 G35P-wt S76A R127A K224A E248A 
Kapp 5 mM MgCl2 ≅30 nM ≅45 nM ≅52 nM >1µM ≅11,5 nM 
Kapp 2,5 mM EDTA ≅36 nM ≅26 nM ≅71 nM >1µM ≅30 nM 
 
Tabla 9. Kapp de la proteína G35P silvestre a DNA de cadena sencilla (114 nt) y de los 
mutantes puntuales en tampón D presencia de 5 mM MgCl2 y 2,5 mM EDTA (media de tres 
ensayos independientes). 
 
Se estudió si los mutantes de G35P conservaban la capacidad de unión a DNA de doble 
cadena. Para ello un sustrato de 416 pb obtenido por digestión con EcoRI y DraIII del 
plásmido pGEM3Z-f(+) se marcó radioactivamente utilizando α-32P-dATP y la enzima 
Klenow. El fragmento (3 nM) se incubó con concentraciones decrecientes de proteínas, 
en el tampón D con 2,5 mM EDTA durante 15 minutos a 37 ºC. A continuación las 
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6% en tampón TAE y se corrieron a 
180 V durante 90 min a temperatura ambiente. El gel se secó y se reveló por 
autorradiografía. En la Figura 37 se observa que la proteína silvestre une el DNA de 
cadena doble formando un único complejo que se retrasa en el gel (carril 2). Analizando 
los mutantes se observa que a las concentraciones probadas, el mutante K224A no une 
DNA de cadena doble (carril 11-14). Las mutaciones R127A y S76A también afectan la 
unión a DNAcd de la proteína G35P, ya que a las concentraciones probadas no unen el 
50% del sustrato. Finalmente se observa que el mutante E248A une DNA de cadena 
doble con más afinidad que la proteína silvestre (Figura 37, carril 14). 
 
 
Figura 37. Unión a cadena doble de la proteína G35P y sus variantes. Se incubaron 
concentraciones decrecientes de proteína (250, 125 y 60 nM) con un DNA de cadena doble de 416 
pb (3 nM) marcado radioactivamente en tampón D con 2,5 mM EDTA durante 15 minutos a 37ºC. 
En la calle 1 no se añadió proteína.  
	  	  
En la Tabla 10 se calcularon las Kapp de la proteína silvestre G35P y de sus variantes, 
haciendo medias de los resultados obtenidos en dos ensayos independientes. 
 
 G35P-wt S76A R127A K224A E248A 
Kapp 2,5 mM EDTA ≅140 nM >250 nM >250 nM >250 nM ≅100 nM 
 
Tabla 10. Kapp de la proteína G35P silvestre a DNA de cadena doble (416 pb) y de los 
mutantes puntuales en tampón D presencia de 2,5 mM EDTA (media de dos ensayos 
independientes).  
 
 
4.2.9 Las variantes de G35P catalizan la reacción de anillamiento  	  
La proteína G35P une DNA de cadena sencilla, y en presencia de una hebra de DNA 
complementaria acelera la reacción de anillamiento. Para corroborar si las variantes de 
G35P siguen manteniendo esta capacidad, se incubaron en tampón 25 mM Tris HCl pH 
7,5, 5 mM β-mercaptoetanol, 50 µg/ml BSA, 50 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2, tres 
concentraciones de la proteína silvestre (12, 25 y 50 nM), o de los mutantes, con 0,5 nM 
de DNA de 416 pb (fragmento obtenido por digestión DraIII-EcoRI del plásmido 
pGEM3Z-f(+)) marcado radioactivamente. El sustrato se desanilló previamente por calor 
(100 ºC), y se guardó unos minutos en hielo antes de añadirlo a la reacción. La reacción 
se incubó durante 15 minutos a 37 ºC y sucesivamente se desproteinizó mediante la 
reincubación con proteinasa K 2,5 mg/ml, SDS 2% y EDTA 30 mM durante 20 min a 37 
ºC. Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, 
glicina 250 mM, pH 8, y la electroforesis corrió a 180V durante 90 min a temperatura 
ambiente. Posteriormente se secó el gel y se reveló por autorradiografía.  
En la Figura 38 observamos que aproximadamente el 5% del DNA se anilla 
espontáneamente (calles 3, 6, 9). Sin embargo, cuando al sustrato se le añade la proteína 
G35P se observa un aumento de la proporción de DNA de doble cadena. Analizando los 
mutantes se observa que mientras los mutantes E248A y el S76A catalizan la reacción 
con la misma eficiencia que la proteína silvestre, el mutante R127A anilla el DNA en con 
menos eficiencia. 
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Figura 38. Reacción de anillamiento, Se calentó el DNAcd de 416 pb marcado radioactivamente 
a 100 ºC durante 5 min y se puso rápidamente en hielo (calle 12). El DNA (0,5 nM) se incubó con 
100 nM o 200 nM de G35P (calle 1 y 2), G35P-S76A (calles 4 y 5), G35P-R127A (calles 7 y 8) o 
G35P-E248A (calles 10 y 11) durante 15 minutos a 37ºC en tampón 25 mM Tris HCl pH 7,5, 5 
mM β-mercaptoetanol, 50 µg/ml BSA, 50 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2. En la calles 3, 6 y 9 se 
observa el anillamiento espontáneo tras 10 min de incubación a 37 ºC en ausencia de proteínas. 
Las reacciones se pararon con un tampón de desproteinizante (proteinasa K 2,5 mg/ml, SDS 2% y 
EDTA 30 mM) y se corrieron en un gel de poliacrilamida del 5% con Tris-Glicina. El gel se secó y 
se reveló por autorradiografía. 
 
 
4.2.10 Análisis de la interacción de G36P con las variantes de G35P 	  
En el apartado anterior se ha observado por coprecipitación con sulfato amónico que la 
proteína G35P interacciona con la proteína G36P. Ahora se pretendía estudiar si los 
mutantes puntuales de G35P, que contienen cambios en aminoácidos conservados de la 
proteína, seguían interaccionando con G36P. Para ello, repetimos el ensayo de 
coprecipitación cambiando la proteína silvestre por cada uno de los mutantes. Incubamos 
2 µg de cada proteína con 2 µg de G36P en 40 µl de tampón E y tras 15 minutos de 
incubación en hielo, se añadió sulfato amónico al 37% de saturación (145 µl de tampón E 
con sulfato amónico, concentración final 1,8 M). Tras 5 minutos de incubación, se 
centrifugó durante 1 minuto a 14000 rpm y se lavaron los precipitados con 20 µl de 
tampón E con 1,8 M de sulfato amónico. A continuación se volvió a centrifugar. Los 
precipitados y los sobrenadantes se corrieron en un gel de acrilamida al 15%. 
En tres ensayos independientes, se observó que la proteína que tiene mutado el 
aminoácido 76 precipita un 12% ± 1% en presencia de sulfato amónico, y en presencia de 
la proteína G36P no aumenta su porcentaje de precipitación (Figura 39 A). El resultado 
nos indicaría que esta variante de G35P no interacciona con la proteína G36P y que la 
serina 76 estaría implicada en la interacción entre las dos proteínas. 
	  	  
En cambio, observamos que los mutantes K224A y R127A precipitan solos en presencia 
de sulfato amónico, respectivamente, un 8% ± 2% (Figura 39 B), y un 17% ± 4% 
(Figura 39 C). Cuando a las reacciones añadimos la proteína G36P, el porcentaje de 
precipitación aumenta hasta el 26% ± 12% en el caso de K224A, y hasta el 35% ± 14% 
en el caso del mutante R127A. Por lo tanto las proteínas mutadas E248A y R127A parece 
que interaccionan con la proteína G36P. 
Finalmente, se observó que el mutante E248A interacciona con G36P (Figura 39 en D). 
En este caso, se encontró que el 45% ± 7% de la proteína precipita sola en presencia de 
sulfato amónico, sin embargo añadiendo a la reacción G36P el 83% ± 10% de la proteína 
va al precipitado.  
 
 
Figura 39. Cuantificación de la cantidad relativa de las variantes de G35P en la precipitación 
con sulfato amónico en presencia y en ausencia de G36P. Se incubaron 2 µg de cada variante en 
ausencia (en azul claro) y en presencia de 2 µg de la proteína G36P en 40 µl de tampón E durante 
15 minutos en hielo. A continuación, se añadieron 145 µl de tampón E con 1,8 M de sulfato 
amónico (37% de saturación) y se incubaron las muestras 5 minutos más, luego se centrifugó. Los 
precipitados se lavaron con 20 µl de tampón E con 1,8 M final de sulfato amónico y se volvieron a 
centrifugar. Sobrenadantes y precipitados se cargaron en un gel de acrilamida del 15%. La 
intensidad de las bandas, de tres ensayos independientes por cada mutante, se cuantificó por 
Quantity One.  
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4.2.11 G36P facilita la unión de G35P a DNA de cadena sencilla 	  
Se estudió la posible interacción entre G35P y G36P, sobre DNA de cadena sencilla. Para 
ello, se incubó el oligo A2 de 114 nt (0,4 nM) marcado radioactivamente con la proteína 
G35P (10 o 20 nM) durante 10 minutos a 37ºC en tampón D con 2,5 mM MgCl2. A 
continuación se añadieron concentraciones crecientes de G36P (de 0,1 hasta 0,9 nM) y se 
incubó la reacción durante 10 minutos a 37 ºC. Luego, las muestras se cargaron en un gel 
de poliacrilamida al 5% en tampón Tris 25 mM, glicina 250 mM pH 8 y corrieron a 180 
V durante 90 min a temperatura ambiente. Posteriormente se secó el gel y se reveló por 
autorradiografía. 
En la Figura 40 se observa que la proteína G35P a bajas concentraciones (10 y 20 nM) 
une el DNA con muy poca afinidad y forma un complejo difuso que migra con baja 
movilidad (carriles 2 y 7). En cambio, como se ha observado en experimentos anteriores 
(Figura 20), concentraciones crecientes de la proteína G36P forman dos complejos que 
llamamos I y II (calles 12 a 15), que probablemente coinciden con un tetrámero y dos 
tetrámeros de la proteína unidos respectivamente al DNA. Si preincubamos el DNA con 
la proteína G35P durante 10 min y después añadimos concentraciones crecientes de la 
proteína G36P e incubamos durante 10 minutos más a 37ºC se observa que la proteína de 
unión a cadena sencilla facilita el cargado de G35P sobre el DNA(calles 3 a 6 y 8 a 11), 
formándose un nítido complejo G35P-DNA, que a la misma concentración de G35P sólo 
se intuía. 
 
Figura 40. Unión de G36P y G35P a DNAcs 114nt marcado radioactivamente. Se incubó el 
DNA (0,4 nM) con concentraciones crecientes de G36P (0,1, 0,2, 0,4, 0,9 nM) (calles 12-15) o con 
G35P (10 nM (+) en calle 2, 20 nM (++) en calle 7) durante 10 min a 37 ºC en tampón D con 2,5 
mM MgCl2. La calle 1 no lleva proteína. En las calles de 3 a 6 y de 8 a 11 se incubó el oligo con 
G35P (10 nM o 20 nM respectivamente) durante 10 min a 37 ºC y luego se añadieron 
concentraciones crecientes de G36P (0,1, 0,2, 0,4, 0,9 nM) y se incubó durante 10 minutos más a 
37ºC. Las reacciones se pararon con un tampón de carga y se separaron en un gel de 
poliacrilamida del 5% en tampón Tris-Glicina. G36P forma con el DNA dos complejos con 
diferente movilidad que se indican con I y II. 
	  	  
Se demostró anteriormente que la recombinasa G35P precipita en presencia de sulfato 
amónico al 37% de saturación si a la reacción se añade la variante ΔC21-G36P (Figura 
32). Para confirmar la interacción entre G35P y la variante ΔC21-G36P se quiso 
corroborar si este mutante de deleción también facilita la unión de G35P a DNA de 
cadena sencilla. Para ello, se incubó el oligo de 114 nt (0,4 nM) marcado 
radioactivamente con G35P, en las mismas condiciones anteriores, y tras 10 min de 
incubación se añadieron concentraciones crecientes del mutante de deleción ΔC21 (de 0,1 
nM hasta 0,9 nM) y se incubó durante 10 minutos a 37ºC. Como se ha mostrado 
anteriormente (Figura 21, B) el mutante de G36P-ΔC21 forma sobre DNA de cadena 
sencilla dos tipos de complejos (I y II, carriles 14-18). En la Figura 41, se observa que, 
como la proteína silvestre (carriles 3-6), el mutante ΔC21 facilita el cargado de la 
proteína G35P sobre el sustrato de cadena sencilla (líneas 11-14), por lo tanto, 
desaparecen los nítidos complejos I y II a favor del complejo difuso originado por G35P 
unido al DNA. 
 
 
Figura 41. Unión de G36P-ΔC21 y G35P al DNAcs. El oligonucleótido de 114 nt (0,4 nM) 
marcado radioactivamente se incubó con G35P (10 nM, calle 2) o con concentraciones crecientes 
de G36P (0,1, 0,2, 0,4, 0,9 nM) (calles 7-10) o G36P-ΔC21 (0,1, 0,2, 0,4, 0,9 nM) (calles 15-18) 
durante 10 min a 37 ºC en tampón D con 2,5 mM MgCl2. La calle 1 no lleva proteína. En las calles 
de 3 a 6 y de 11 a 14 se incubó el oligo con G35P (20 nM) durante 10 min a 37 ºC, luego se 
añadieron concentraciones crecientes (0,1, 0,2, 0,4, 0,9 nM) de G36P o ΔC21 y se incubó la 
reacción 10 minutos más a 37 ºC. Las reacciones se pararon con un tampón de carga y se 
separaron en un gel nativo de poliacrilamida del 5% en tampón Tris-Glicina. El mutante ΔC21 
forma con el DNA dos complejos con diferente movilidad que se indican con I-ΔC21 y II-ΔC21. 
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4.2.12 Las proteínas G35P y G36P forman sobre el DNA de cadena sencilla 
complejos independientes 	  
En el apartado anterior se observó que cuando se preincuba el DNA de cadena sencilla 
con la proteína -G35P y posteriormente se añade la proteína G36P se forma un complejo 
difuso que migra lentamente en el gel. Para determinar si las dos proteínas G35P y G36P 
se acomodan juntas en la misma molécula de DNA generando este complejo, o si este 
complejo sólo se debe a la unión de la proteína G35P al DNA utilizamos la técnica de la 
inmuno-retardo. 
Se incubó el DNA de cadena sencilla A2 (0,4 nM) marcado radioactivamente con G35P 
60 nM (Figura 42, en las calles 2, 8 y 14) o con G35P 30 nM (Figura 42, en las calles 4, 
10 y 16) durante 20 minutos a 37 ºC en tampón D con 2,5 mM MgCl2. Luego, una 
alícuota de la mezcla de reacción (20 µl) se incubó con 1 µl de PBS 1X (calles 2 y 4), una 
alícuota con 1 µl de una dilución 1:20 de anticuerpos anti-G35P (calles 8 y 10) y otra con 
1 µl de una dilución 1:10 de anticuerpos anti-G36P (calles 14 y 16) durante 5 minutos a 
37ºC. En la Figura 42 se observa que incubando el DNA con la proteína G35P se forma 
el complejo G35P-DNA (calles 2 y 4), cuya movilidad varía sólo en presencia de su 
propio anticuerpo (calles 8 y 10), dando lugar a un complejo más grande que se queda en 
el pocillo. Además, el oligo A2 marcado radioactivamente se incubó con G36P (0,9 nM) 
durante 10 minutos a 37 ºC en tampón D con 2,5 mM MgCl2. Luego se alicuoteó la 
reacción en 20 µl y se añadió o bien 1 µl de PBS 1X (Figura 42, calle 6), o bien 1 µl de 
anticuerpos diluidos como anteriormente indicado, anti-G35P en la calle 12 y anti-G36P 
en la calle 18. Las reacciones se incubaron durante 5 minutos más a 37 ºC. En Figura 42 
se observa que, a esta concentración, la proteína G36P sólo forma con el DNA el 
complejo II (calle 6). Al añadir anticuerpos, nuevamente se observó que la movilidad del 
complejo G36P-DNA está afectada sólo por la presencia del anticuerpo contra la propia 
proteína (calle 18). Estos resultados mostraban que los anticuerpos reconocían 
específicamente los complejos G35P-DNA y G36P-DNA. 
 
	  	  
 
Figura 42. G35P y G36P forman sobre DNA de cadena sencilla dos complejos 
independientes. Se incubó el DNA A2 de 114 nt marcado radioactivamente (0,4 nM) con G35P 
60 nM (en las calles 2, 8 y 14) o con G35P 30 nM (en las calles 4, 10 y 16) durante 20 min a 37 ºC 
en tampón D con 2,5 mM MgCl2. Donde indicado, tras 10 minutos de incubación con G35P 60 nM 
(++) o 30 nM (+) se añadió la proteína G36P (0,9 nM) y se incubó la reacción en el mismo tampón 
durante 10 minutos más a 37 ºC. A continuación a 20 µl de cada reacción se añadió o 1 µl de PBS 
1X (carriles 1-6), o bien, desde el carril 7 hasta el 12, 1 µl de anti-G35P (dilución 1:20 en PBS 
1X), o bien, desde el carril 13 hasta el 18, 1 µl de anti-G36P (dilución 1:10 en PBS 1X). Las 
reacciones se incubaron durante 5 minutos a 37 ºC y sucesivamente se pararon con un tampón de 
carga. Los complejos se separaron en un gel de poliacrilamida del 5% en tampón Tris-Glicina. La 
calle 1 no lleva proteína. 
 
Si las dos proteínas forman un complejo mixto sobre el DNA se esperaría que ambos 
anticuerpos puedan retrasar el complejo formado por las dos proteínas con DNA. Se 
incubaron dos concentraciones diferentes de G35P (60 nM y 30 nM, respectivamente, en 
las calles 3 y 5 de la Figura 42) durante 10 minutos a 37 ºC y posteriormente se añadió 
una cantidad fijada de G36P (0,9 nM), y se incubó durante 10 minutos a la misma 
temperatura, en tampón D con 2,5 mM MgCl2. A continuación se incubaron 20 µl de la 
mezcla de reacción, o bien con PBS 1X, o bien con los anticuerpos anti-G35P o anti-
G36P (respectivamente, diluidos 1:20 y 1:10 en PBS 1X) durante 5 minutos a 37 ºC. En 
la Figura 42 se observa que cuando se incuba la mezcla de reacción con PBS 1X, G35P y 
G36P dan lugar a dos complejos con movilidad diferente (calles 3 y 5), como los 
observados anteriormente a altas concentraciones de G36P. Incubando la reacción con 
anticuerpo anti-G35P observamos que el complejo con menos movilidad desaparece, y 
que el complejo II formado por G36P se mantiene (calles 9 y 11). Asimismo, si añadimos 
a la reacción anticuerpos anti G36P, observamos sólo la desaparición del complejo II 
(calles 15 y 17). Con estos resultados se demuestra que, en las condiciones probadas, las 
proteína G35P y G36P forman dos complejos independientes sobre el DNA de cadena 
sencilla.  
G35P    -  ++  ++   +    +     -     -   ++  ++   +    +     -     -   ++  ++    +     +    -
1    2    3     4     5    6    7     8    9    10   11  12 13  14   15  16   17  18
 G35P-DNA
G36P    -   -     +     -    +     +    -     -     +    -     +    +     -     -     +     -     +    +
- Anticuerpos + Anti G35P + Anti G36P
 G36P-DNA
 Anticuerpo-Proteína-DNA
}
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4.2.13 G36P inhibe la reacción de anillamiento catalizada por G35P 	  
Se estudió el efecto de la proteína G36P en la reacción de anillamiento catalizada por 
G35P. Para ello, utilizamos un DNA de doble cadena de 416 pb marcado en el 5’ descrito 
en el párrafo 4.2.8. Desanillamos el DNA incubándolo 5 min a 100 ºC y lo ponemos 
rápidamente en hielo (Figura 43, calle 4). A continuación incubamos el DNA 
desnaturalizado (0,5 nM) con G35P (25 nM) 10 min a 37 ºC y posteriormente añadimos 
concentraciones crecientes de G36P (de 0,75 a 25 nM) e incubamos durante 10 min a 37 
ºC en 20 µl de tampón 25 mM Tris HCl pH 7,5, 5 mM β-mercaptoetanol, 50 µg/ml BSA, 
50 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2. Repetimos la misma reacción en orden inverso, añadiendo 
antes la proteína G36P y tras 10 minutos de incubación a 37 ºC la proteína G35P, en el 
mismo tampón de reacción descrito anteriormente. Las muestras se desproteinizaron a los 
20 minutos de incubación total mediante la adición de proteinasa K 2,5 mg/ml, SDS 2% y 
EDTA 30 mM durante 20 min a 37 ºC, y se cargaron en un gel de poliacrilamida al 5% en 
tampón Tris 25 mM, glicina 250 mM, pH 8. La electroforesis se realizó a 180 V durante 
90 min a temperatura ambiente. Posteriormente se secó el gel y se reveló por 
autorradiografía. 
 
Figura 43. Reacción de anillamiento en presencia de G35P y G36P. Se calentó el fragmento de 
DNA de 416 pb marcado radioactivamente a 100 ºC durante 5 min (calle 4). Se puso rápidamente 
en hielo y se incubó a 37 ºC con G35P (25 nM) durante 10 o 20 min (calles 2 y 3 respectivamente) 
en tampón 25 mM Tris HCl pH 7,5, 5 mM β-mercaptoetanol, 50 µg/ml BSA, 50 mM NaCl, 2,5 
mM MgCl2. En la calle 1 se observa el anillamiento espontáneo tras 20 min de incubación a 37 ºC 
en ausencia de proteínas. De la calle 5 a la 8 preincubamos el DNA con G35P (25 nM) y tras 10 
min a 37 ºC se añadieron concentraciones crecientes de G36P (de 0,75 a 25 nM), y de la calle 11 a 
16 se preincubó el DNA con concentraciones crecientes de G36P y tras 10 min a 37 ºC se añadió 
G35P (25 nM). Luego, las reacciones se pararon con un tampón de desproteinizante y se corrieron 
en un gel de poliacrilamida del 5% con tampón Tris-Glicina. 
 
	  	  
En el carril 1 de la Figura 43 observamos que en ausencia de proteínas, 
aproximadamente el 10% del DNA a los 20 minutos de incubación se anilla 
espontáneamente; sin embargo, a los 10 y a los 20 minutos de incubación con G35P la 
proporción de DNA de doble cadena aumenta (calle 2 y 3). 
Si incubamos el DNA con G35P durante 10 minutos y después añadimos concentraciones 
crecientes de la proteína G36P no observamos en estas condiciones que la reacción de 
anillamiento se estimule (Figura 43, carriles 5 a 10). Sin embargo, si incubamos el DNA 
previamente con la proteína G36P, y a los 10 minutos añadimos la recombinasa G35P 
observamos que la reacción se inhibe y que no se forma como producto final el DNA de 
doble cadena. 
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4.3 Caracterización de la proteína G44P 
 
La caracterización de la proteína G44P, se llevó a cabo con la colaboración de la 
Licenciada Lisa Zecchi.  
 
Según el modelo actual propuesto, el fago SPP1 para llevar a cabo el cambio de 
replicación tipo θ a replicación tipo σ, requiere una parada de la replicación. Este parada, 
generaría una rotura de la doble cadena que es procesada por la exonucleasa G34.1P, que 
facilita un sustrato de cadena sencilla a la recombinasa G35P (Martinez-Jimenez, et al., 
2005). Esta última proteína cataliza la invasión de doble cadena en una región del DNA 
de SPP1 todavía no identificada, generando un intermedio de recombinación (Figura 5). 
La resolución de esta estructura podría ser catalizada o, por una proteína del hospedador 
que no se ha analizado hasta el momento, o bien por una resolvasa de SPP1 actualmente 
desconocida. 
 
Con la intención de encontrar nuevas proteínas de SPP1 implicadas en este proceso, se 
encontró que el gen 45 de SPP1 tenía homología de secuencia con proteínas que 
pertenecen a la superfamilia de RusA (Pfam 05866). La proteína RusA de E. coli (Bolt, et 
al., 2000) es una resolvasa de estructuras de Holliday codificada por el profago Rac 
(Chan, et al., 1997, Sharples, et al., 2002, Macmaster, et al., 2006). Normalmente estas 
proteínas están formadas por unos 120 residuos, mientras que, según la secuencia 
nucleotídica del genoma de SPP1 publicada (Chai, et al., 1993), el gen 45 codifica una 
proteína de sólo 59 aminoácidos que parecía haber perdido el dominio N-terminal de 
proteínas tipo RusA, en el cual se han mapeado residuos importantes para la unión a 
DNA y la especificidad de corte (Macmaster, et al., 2006). Para comprobar esta deleción 
se volvió a secuenciar la región final del operón E2 (correspondiente a los genes 44 y 45) 
y se descubrió un error en la secuencia previamente publicada (Alonso, et al., 1997). 
Entre la posición 40238 (A) y la posición 40239 (G) de la secuencia de SPP1 existe un 
residuo adicional (G), de forma que el codón AGT (serina), en la nueva lectura 
corresponde a un codón de arginina (AGG). La inserción de este nucleótido cambia el 
esquema de lectura abierto, por lo que resulta que el gen 44 no termina 18 aa después de 
esta posición, sino que el marco de lectura continúa, de modo que los genes 44 y 45 
constituyen un único gen que codifica por una proteína de 236 aa (Figura 44). A este 
gen, con homología de secuencia a la familia RusA, se le renombró como gen 44. 
 
	  	  
La familia de proteínas RusA se encuentra ampliamente distribuida en bacterias y fagos 
con más de 700 representantes (Pfam 05866). Casi sin excepción, esta proteínas 
contienen alrededor de 120 residuos, mientras que el gen 44 da lugar a una proteína de 
mayor tamaño. Una hipótesis es que la traducción podría empezar a partir de una 
metionina interna localizada en la posición 104 (Figura 44, B). En este caso la proteína 
codificada tendría 133 residuos y un peso molecular de 15.6 kDa, por lo tanto tendría un 
tamaño más similar a las proteínas de la familia RusA y según el programa ClustalW2 la 
identidad con RusA de E. coli de esta hipotética proteína sería del 26,5%.  
Para averiguar cual de las metioninas se utiliza para el inicio de la traducción de la 
proteína in vivo, se infectó un cultivo de B. subtilis con SPP1, y se tomaron muestras de 1 
ml de cultivo tras distintos tiempos de infección. Las células se lisaron en tampón 50 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,5% SDS, 150 mM NaCl, se incubaron con lisozima (1 
mg/ml) durante 30 min a 37 ºC y posteriormente se sonicaron. Después el lisado se 
centrifugó a 14000 rpm durante 30 min, y se cargaron 50 µl del sobrenadante en un gel 
SDS-PAGE del 12,5%. Luego se transfirieron las proteínas a una membrana PVDF para 
su inmunodetección y se analizaron por western-blot con anticuerpos policlonales anti-
G44P. En la parte C de la Figura 44 se demuestra que el fago SPP1 in vivo sintetiza a 
partir de los 5 minutos (calle 3), una proteína que corre en un gel desnaturalizante a la 
altura de 32,5 kDa aproximadamente; en ningún momento se detecta una banda con 
mayor movilidad que corra a la altura de 15 kDa. 
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Figura 44. Secuencia correcta del gen 44 y detección in vivo de la síntesis de G44P tras la 
infección con SPP1. En A, parte de la secuencia del gen 44 previamente publicada, en el que se 
indica con la flecha la posición de la guanina detectada por la nueva secuenciación. En la parte de 
abajo se indican los tres posibles esquemas de lectura abierta del gen 44 sin la corrección. En rojo 
se evidencia el cambio de marco de lectura y la secuencia aminoacídica correcta. En B, 
alineamiento de la proteína RusA de E. coli con la secuencia de G44P correcta. En negrita se 
evidencian los residuos que correspondían a la proteína G45P, y en rojo se marcan las tres posibles 
metioninas de inicio de lectura. La zona descrita en A, y la región de la proteína que, por 
homología a RusA de E. coli podría estar involucrada en la unión a DNA y en la especificidad de 
corte, se subrayan, respectivamente, en rojo y en azul. Con los asteriscos rojos se evidencian los 
aminoácidos que en RusA de E. coli son esenciales para la catálisis. En C, células de B. subtilis en 
fase exponencial de crecimiento se infectaron con una moi de 10 con el fago SPP1. Se recogieron 
muestras cada cinco minutos (desde el tiempo 0 hasta los 25 minutos, de la calle 2 a la 7) y se 
analizaron mediante western blot. En las calles de 8-10 control de migración con concentraciones 
crecientes de la proteína G44P purificada (10, 20, y 40 ng respectivamente). En C, extracto celular 
de un cultivo no infectado. A la izquierda se indica la posición de corrida del marcador de peso 
molecular en kDa. 
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4.3.1 Clonaje y purificación de G44P  
 
Para estudiar in vitro el posible papel de la 
proteína G44P en recombinación, se 
amplificó el gen 44 por PCR y se clonó en 
el plásmido pET-15b cortado con las 
enzimas de restricción NcoI y BamHI. El 
plásmido obtenido fue denominado 
pET15-G44P y que el clonaje se había 
realizado sin introducir ninguna mutación 
se confirmó por secuenciación. El 
plásmido se transformó en células de E. 
coli BL21(DE3) pLysS y la proteína se 
sobreexpresó y se purificó como se ha 
descrito en materiales y métodos hasta un 
95% según se juzgó por geles de SDS-
PAGE (Figura 45, A). 
El estudio del estado en solución de G44P 
se realizó utilizando una columna de 
filtración en gel Superdex 75. El análisis 
se llevo a cabo a alta fuerza iónica en 
tampón F con 1 M NaCl. Se cargaron 30 
µg de G44P en un volumen de 200 µl y la 
proteína eluyó, comparado con otras 
proteínas estándar, con un Mr de 54 kDa 
aproximadamente (Figura 45, B). En 
estado monomérico la proteína G44P 
presenta un peso molecular de 27,5 kDa, 
por lo tanto, este dato indica que la 
proteína es un dímero a alta sal. 
 
Figura 45. Purificación de G44P y 
determinación de la masa molecular por 
cromatografía en filtración en gel. En A Gel 
SDS-PAGE del 15% donde se muestran 
concentraciones crecientes de la proteína 
G44P purificada (1-4 µg). In B, se representa 
la kav frente al logaritmo de la masa molecular. 
Los rombos representan las proteínas patrón 
utilizadas. La kav de G44P es 0,05, que 
corresponde a una masa molecular de 54 kDa.
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4.3.2 G44P une intermedios de recombinación 	  
Para estudiar la actividad de G44P se incubaron concentraciones crecientes de proteína 
con diferentes sustratos: DNA de cadena sencilla, DNA de cadena doble, estructuras de 
Holliday y bucle-D. Para construir las diferentes estructuras se marcó uno de los 
oligonucleótidos de cada estructura y en tampón fosfato 100 mM pH 7,5 se anilló con una 
estequiometría 1:2 (caliente: frío) en número de moléculas, o bien con el correspondiente 
oligonucleótido complementario (DNAcd), o bien con varios oligonucleótidos (bucle-D y 
estructuras de Holliday). Se calentó la muestra a 100 ºC durante 2 min y se dejó bajar la 
temperatura hasta 30. En la Figura 7 se describen las estructuras construidas  
 
Se incubaron la distintas estructuras (0,2 nM) con concentraciones decrecientes de G44P 
en tampón D con 1 mM EDTA. Los complejos se visualizaron mediante electroforesis y 
autorradiografía. 
 
 
Figura 46. G44P une diferentes sustratos. Se incubaron concentraciones decrecientes (indicadas 
en la figura) de G44P con 0,2 nM de distintas estructuras de DNA (HJ: estructuras de Holliday en 
A, bucle-D en B, DNA de cadena doble de 80 pb en C y DNA de cadena sencilla de 80 nt en D). 
En la figura se indican los 3 complejos formados entre G44P y el DNA: complejo I, complejo II y 
complejo III. 
	  	  
En la parte A de la Figura 46 se observa que G44P une estructuras bucle-D y la 
estructura de Holliday (HJ3) formando dos complejos (complejo I y II). La constante 
aparente Kapp calculada en estos ensayos es de ≈5 nM para la estructura bucle-D y de ≈10 
nM para la estructura de Holliday HJ-J3. 
La proteína RusA de E. coli muestra más afinidad por DNAs de cadena sencilla que por 
el DNA de cadena doble (Chan, et al., 1998), sin embargo, en la Figura 46, se observa 
que G44P tiene más afinidad por el DNA de cadena doble (con una Kapp ≈ 48 nM), y que 
forma con éste sustrato dos complejos (en C). A altas concentraciones de proteína se 
observa DNA libre, por lo tanto creemos que el complejo formado entre G44P y el DNA 
de cadena doble es inestable, y quizás se rompe durante la electroforesis. Finalmente, En 
la parte D de la Figura 46 se observa que G44P tiene baja afinidad por DNA de cadena 
sencilla y que forma un complejo que queda retenido en el pocillo.  
 
4.3.3 G44P resuelve estructuras de Holliday 
 
La proteína RusA de E. coli une y resuelve estructuras de Holliday (Chan, et al., 1997). 
Para saber si G44P además de unir, es capaz de resolver estructuras de Holliday, se llevó 
a cabo un ensayo de corte. Se incubó la proteína G44P (10 nM) con la estructura estática 
de Holliday (HJ-23-M), marcada sólo en un extremo 5’, durante 30 min a 37 ºC, en 
tampón D con 10 mM MgCl2. (Figura 47). En la parte A y B de la Figura 47 se observa 
que G44P corta la estructura y que el corte parece ser simétrico, debido a que se observan 
productos de tamaño similar cuando se marcan los diferentes brazos de la estructura 
opuestos entre sí. En la parte B se muestra la secuencia de la estructura y los sitios de 
corte que se deducen de la longitud de los productos de la reacción. La secuencia 
reconocida en el oligo 17-M es 5’-TAAêGêGG-3’ mientras en el oligo 19-M la proteína 
reconoce la secuencia 5’-CCTêCêAA-3’ y se observa que ambos cortes ocurren a una 
distancia de 1-2 pb del sitio de entrecruzamiento. Además se observaron cortes en los 
oligonucleótidos 16-M y 23-M. Incubando la proteína G44P con un DNA de doble 
cadena que lleva la secuencia 5’-CCTCAA-3’ no se observó actividad endonucleasa por 
lo tanto el corte es específico de estructura (dato no mostrado).  
La misma reacción se llevó a cabo sustituyendo el magnesio por manganeso, debido a 
que la proteína RusA presenta más actividad de corte con este catión (Chan, et al., 1997). 
Sin embargo, en presencia de 10 mM Mn2+ no se observó actividad de corte (dato no 
mostrado). Finalmente, G44P no es capaz de cortar estructuras tipo horquilla de 
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replicación formada por anillamiento de los oligos J3-1 y J3-2 (dato no mostrado), por lo 
tanto parece ser una endonucleasa específica de estructuras de Holliday. 
 
 
Figura 47. Determinación de la actividad de corte de G44P sobre estructuras de Holliday 
estáticas y móviles. La estructura de Holliday 23-M estática (en A), y la estructura de Holliday 
móvil (en C) marcada en la cadena indicada, se incubó con 10 nM de G44P en tampón D con 10 
mM MgCl2 durante 30 min a 37 ºC. La reacción se paró con un tampón de carga desnaturalizante y 
los productos se resolvieron en un gel de poliacrilamida del 15% con 8 M urea. “+” y “–“ indican, 
respectivamente, la presencia y la ausencia de la proteína y “m” indica la escalera de secuencia 
G+A obtenida para el correspondiente oligonucleótido marcado. En el carril C se cargaron como 
marcadores de peso molecular adicionales, los oligonucleótidos marcados de 41 nt, 21 nt, 23 nt y 
18 nt. In B y en D, se indican con flechas los sitios de corte de G44P. 
 
Para corroborar si la proteína G44P requiere una secuencia consenso para su actividad 
endonucleasa además de la estructura, se utilizó una estructura de Holliday móvil (HJ-
Jbm6), que contiene 13 pb homólogos en el centro. Teóricamente, esta estructura puede 
migrar espontáneamente los brazos en la secuencia central, por lo tanto puede situar 
varias secuencias de corte en el sitio de entrecruzamiento de ramas (Ayora, et al., 2004). 
Se incubaron 10 nM de G44P con la estructura HJ-Jbm6 en las mismas condiciones 
	  	  
descritas anteriormente y en la parte C y D de la Figura 47 se observa que G44P corta 
simétricamente la estructura en los brazos b y c y que los sitios preferente de corte en los 
brazos a y b son respectivamente 5’-GGCêAAG-3’ y 5’-AGAêATA-3’. Sin embargo, se 
observan cortes también en otros sitios, por lo tanto la proteína podría tener una 
especificidad de secuencia limitada. 	  
4.3.4 G44P resuelve bucles-D replicados 	  
En el apartado anterior se demostró que la proteína G44P puede generar una rotura de la 
doble cadena cortando la estructura de Holliday. Según el modelo actual (Figura 5), el 
cambio de replicación tipo θ a tipo σ se da cuando la proteína recombinasa G35P invade 
con un DNA homólogo otra molécula de DNA de SPP1. La invasión de cadena genera un 
intermedio de replicación llamado bucle-D. Una resolvasa podría o bien resolver este 
intermedio inmediatamente o bien podría resolverlo una vez que la replicación se ha 
restablecido. 
Para estudiar si G44P puede resolver los posibles intermedios de recombinación y 
replicación que se generan en el cambio de replicación se construyeron, por anillamiento 
de oligonucleótidos, una estructura de Holliday (Figura 48, calles 3 y 4) y diferentes 
bucle-D que simulan la estructuras que se forman cuando este sustrato está o no replicado 
(Figura 48, de DL-A a DL-F, calles de 5 a 17). En la parte A de la Figura 48, se marcó 
la cadena invasora, y en B la desplazada. Cada sustrato se incubó durante 15 min a 37 ºC 
con G44P (10 nM) en tampón D con 10 mM MgCl2 y el producto de la reacción se 
observó en un gel desnaturalizante. Como control negativo, se incubó, en las mismas 
condiciones, la proteína G44P con DNA de cadena sencilla con la misma secuencia 
(calles 18-19). 
Cuando el DNA de cadena sencilla, que lleva el sitio de restricción de G44P                          
5’-CCTCAA-3’, invade un DNA de doble cadena, G44P no muestra actividad de corte si 
el sitio de restricción se encuentra en una región de cadena sencilla (calles de 12 a 17 de 
la parte A de la Figura 48). Sin embargo, si la cadena invasora proviene de un sustrato de 
doble cadena, G44P recupera su eficiencia de corte (calles de 5 a 10). Además se observa, 
que la eficiencia de corte de la proteína G44P depende de la presencia de una región de 
cadena doble, tanto en la cadena invasora como en la cadena desplazada. En la parte A de 
la Figura 48 se observa una mayor eficiencia de corte con el sustrato DL-C, que 
representa una estructura bucle-D totalmente replicada.  
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Marcando la cadena desplazada, se observa que G44P corta las estructura con mayor 
eficiencia cuando ésta cadena ha sido replicada (por lo tanto con sustrato de doble cadena 
incluso después de la región de entrecruzamiento) (calles 4, 8 y 10 de la parte B de la 
Figura 48). Además se observa un nuevo producto de corte que corre a la altura de 
aproximadamente 41 nt. Estos resultados indican que G44P tiene mayor eficiencia de 
corte cuando, tanto la cadena desplazada como la invasora,  proveen un sustrato de doble 
cadena, por lo tanto actuaría una vez que la replicación se ha restablecido. 
 
Figura 48. Actividad de corte de 
intermediarios de recombinación 
catalizada por G44P. Los 
intermediarios de replicación, 
marcados en la cadena invasora en A, 
y en la cadena desplazada en B, se 
incubaron con 10 nM de G44P en 
tampón D con 10 mM MgCl2 durante 
30 min a 37 ºC. Las reacciones se 
pararon con un tampón de carga 
desnaturalizante y los productos se 
resolvieron en un gel de 
poliacrilamida de 20% con 8 M urea. 
Los dibujos indican los diferentes 
sustratos utilizados (bucles-D: de DL-
A a DL-F, HJ: estructura de Holliday 
y DNAcs: DNA de cadena sencilla). 
El asterisco indica la cadena marcada 
en el extremo 5’. En las estructuras de 
Holliday se indica con una flecha el 
sitio de corte. Como marcador, se 
utilizó la escalera de secuencia G+A 
obtenida por el correspondiente 
oligonucleótido marcado. En el carril 
C se cargaron como marcadores de 
peso molecular adicionales, los 
oligonucleótidos marcados de 41 nt y 
21 nt. 
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5. DISCUSIÓN 	  
5.1 El comienzo de la replicación en SPP1 
 
Cuando el bacteriófago SPP1 infecta B. subtilis inyecta dentro de la célula el 104% de su 
genoma en forma de DNA lineal de doble cadena. Los extremos del DNA empaquetado 
son redundantes y facilitan la circularización por un mecanismo desconocido. A 
continuación, la RNA polimerasa de la célula empieza a transcribir lo genes de los 
operones tempranos que codifican para proteínas implicadas en la replicación. La 
replicación inicial de SPP1 se ha propuesto que es unidireccional y comienza en un 
origen. Se postula que la replicación en las primeras etapas es tipo θ y da como producto 
moléculas circulares de DNA (Ganesan, 1976, Missich, et al., 1997). 
Estudios in vitro han demostrado que la proteína iniciadora de la replicación G38P une 
las cajas AB de la región oriL y probablemente promueve el desanillamiento de cadenas 
de la región rica en AT adyacente, sin embargo, también es capaz de unirse a las cajas 
AB de la región oriR (Missich, et al., 1997). In vivo, estudios independientes han 
señalizado como posible región de inicio de la replicación el sitio oriL, o bien el sitio 
oriR, que se encuentran respectivamente a la izquierda y a la derecha del sitio de 
empaquetamiento (pac) (Ganesan, 1976, McIntosh, et al., 1978, Alonso, et al., 1997, 
Missich, et al., 1997). Nuestros ensayos de microscopía demuestran que en el plásmido 
pCB166, que lleva ambas regiones oriL y oriR, la proteína G38P une simultáneamente 
las dos regiones promoviendo el apareamiento del DNA (Figura 8). Estos datos sugieren 
que el bacteriófago SPP1 in vivo podría utilizar ambas regiones oriL y oriR para llevar a 
cabo su replicación. Esta hipótesis está apoyada por los resultados obtenidos con los 
plásmidos pBT233-oriL y pBT233-oriR, cuya replicación es masiva cuando las células 
de B. subtilis son infectadas con SPP1 (Figura 10).  
El apareamiento del DNA observado en presencia de G38P podría revelar un segundo 
papel para esta proteína en la replicación del genoma. En E. coli se ha demostrado que la 
replicación del factor F está regulada por la proteína iniciadora de la replicación RepE, 
que cataliza el apareamiento del DNA entre cortas regiones llamadas iterones presentes 
en el ori y en otras regiones llamadas inc situadas en cis. El apareamiento de esta 
regiones inhibe la formación del complejo abierto, por lo que la replicación no puede 
iniciarse (Zzaman & Bastia, 2005). El resultado observado por microscopía podría revelar 
un papel similar de G38P en el control negativo de la replicación. La proteína G38P 
	  	  
podría ser responsable del inicio de la replicación y de su regulación. Ensayos 
preliminares de la Doctora E. Seco (de este laboratorio) sugieren que la replicación 
empezaría en la región oriL. 
 
 
5.2. El cambio de replicación de tipo θ a tipo σ 
 
En la replicación de SPP1 el cambio de replicación de tipo θ a tipo σ es esencial para el 
correcto empaquetamiento, ya que sólo un DNA concatemérico puede ser empaquetado 
dentro de las procápsides virales. La obtención del DNA concatemérico puede darse por 
vías alternativas. En virus con DNA lineal, como el bacteriófago T4, se generan 
concatémeros mediante una replicación dependiente de recombinación. En virus con 
DNA de doble cadena circular como λ, herpes simplex tipo I o SPP1, la replicación 
inicial es de tipo θ sin embargo, este tipo de replicación cesa, a favor de una replicación 
tipo σ que da lugar a una síntesis masiva de DNA concatemérico (Lo Piano, et al., 2011). 
El mecanismo mediante el cual estos virus cambian el tipo de replicación de θ a σ aún no 
se conoce, e incluso se han reportado resultados contradictorios. Así, algunos estudios 
proponen que en el sistema de λ la replicación comienza mediante un mecanismo tipo θ y 
después de 15 minutos sólo hay replicación unidireccional tipo σ. Otros estudios reportan 
que el 40% de la replicación tipo λ comienza en ori (Better & Freifelder, 1983) y que no 
existe un momento en el que se da el cambio de un tipo de replicación a otro, sino que la 
replicación tipo θ y σ comienzan al mismo tiempo (Better & Freifelder, 1983). Se postula 
que el cambio de replicación en el sistema de λ puede depender, o bien de la 
concentración de la proteína DnaA (Taylor & Wegrzyn, 1995, Wegrzyn & Wegrzyn, 
2005), o bien de la inestabilidad de la proteína organizadora del replisoma O (Narajczyk, 
et al., 2007). 
Según el modelo propuesto por nuestro grupo de investigación, la replicación de SPP1 
comenzaría en un origen de replicación (oriL) y tras una o más rondas de replicación la 
fuerte unión de G38P al otro origen de replicación (oriR) provocaría una parada de la 
maquinaria de replicación. Para comprobar esta hipótesis en primer lugar se analizó in 
vivo si SPP1 puede replicar un DNA a partir de la región oriR, y en caso positivo qué tipo 
de replicación se da a partir de este origen. Para ello, se utilizó el plásmido pBT233 
(Ceglowski, et al., 1993) donde fueron clonadas distintas regiones de SPP1 y la cepa de 
B. subtilis BG193, que lleva la mutación termosensible dnaB37 (Levine, et al., 1987). La 
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replicación del plásmido pBT233 es de tipo θ y es dependiente de la proteína DnaB 
(Lioy, et al., 2010). En el mutante termosensible dnaB37, al pasar los cultivos a 
temperatura no permisiva, se consigue bloquear la replicación plasmídica debida a la 
maquinaria de replicación celular. En estas condiciones se han infectado las células con el 
fago SPP1 y se ha analizado la replicación plasmídica iniciada por las proteínas virales. 
Nuestra hipótesis era que para que la replicación dependiente de recombinación 
comience, se requiere que la replicación tipo θ inicie desde un origen (el del plásmido 
pBT233 por ejemplo) y que se pare en algún momento. A continuación, la proteína 
recombinasa G35P ensamblaría en una región una replicación dependiente de 
recombinación. Si esta región fuera un origen (oriL or oriR), podría necesitar de la 
proteína iniciadora para ensamblar la replicación tipo σ, mientras que si G35P no requiere 
más que una parada de la replicación, no necesitaría más que esta parada (provocada en 
los ensayos realizados por el cambio de temperatura de 30 ºC a 50 ºC con lo que se 
inactiva la proteína DnaB) y no se requeriría ninguna región específica ni G38P. 
Infectando los cultivos a temperatura no permisiva con el fago mutante en G38P, hemos 
observado que esta proteína se necesita tanto para la replicación tipo θ, como para la 
replicación tipo σ, iniciada desde oriL o oriR. Sin embargo, los resultados obtenidos 
infectando las cepas dnaB37 con el fago termosensible mutante en G35P (tsI20F) que 
llevan el plásmido pBT233 con una región ori revelan que la proteína recombinasa G35P 
solo se requiere para la replicación tipo σ (Figuras 13 y 14). Ensayos in vitro han 
demostrado que la proteína G38P tiene, además de un papel como proteína iniciadora de 
la replicación desde un origen, un papel adicional, G38P se requiere para el cargado de la 
helicasa G40P en intermedios de replicación de tipo círculo rodante que no poseen una 
región ori, en un papel similar al de la proteína PriA de bacterias (Seco, et al., 2013). Sin 
embargo, los resultados obtenidos in vivo infectando con SPP1 las cepas dnaB37, indican 
que tanto la replicación tipo θ, como la replicación tipo σ, requieren una región ori de 
SPP1 (oriR u oriL, Figura 10) y que la replicación no se dispara en presencia de una 
región de homología con el DNA de SPP1 (con el plásmido pBT233-400HR por ejemplo, 
Figura 12). Por lo tanto es posible que ambos tipos de replicación requieran que G38P 
esté unida a oriR u oriL.  
El cambio de replicación tipo θ a tipo σ podría darse o bien por la presencia de la proteína 
G38P unida a las cajas AB de la región oriR o oriL, o bien, es posible que, en la cepa 
dnaB37, con una cierta frecuencia, la parada de la replicación producida al pasar a la 
temperatura no permisiva genere una rotura de doble cadena de DNA como se ha 
observado en E. coli (Michel, et al., 1997). Para estudiar si la replicación concatemérica 
está inducida por una rotura de la doble cadena, se introdujo en el cromosoma de la cepa 
	  	  
de B. subtilis el gen que codifica para la endonucleasa SceI y en el plásmido pBT233 su 
secuencia de corte. Los ensayos mostrados en este trabajo demuestran que las proteínas 
de SPP1 pueden desencadenar una replicación concatemérica tras el corte de la doble 
cadena de DNA provocado por la endonucleasa SceI (Figura 15). Además, los resultados 
indican que, en este caso, la replicación tipo σ puede ensamblarse en ausencia de una 
región ori específica de SPP1. Estos resultados indicarían que el cambio de replicación de 
tipo θ a tipo σ en SPP1 se da o bien, cuando hay una rotura de la doble cadena (en nuestro 
experimento por la en presencia de la endonucleasa SceI que produce un corte de la doble 
cadena de DNA), o bien cuando se induce una parada de la replicación (inactivando la 
proteína DnaB) y la proteína G38P está unida a uno de los dos orígenes de replicación. 
Los resultados obtenidos indican que en los mutantes dnab37, si bien existe una parada 
de la replicación debida al cambio a temperatura no permisiva, probablemente no se 
genera una rotura del DNA de doble cadena puesto que en la capa dnab37 que lleva el 
plásmido pBT233 no se observó replicación masiva tras la infección con SPP1 (Figura 
9). Es posible que el solo cambio de temperatura y la consecuente inactivación de la 
proteína DnaB no son causas suficientes para generar una total parada de la horquilla de 
replicación y le generación de una rotura de la doble cadena. Por lo tanto, según nuestros 
resultados la replicación concatemérica requiere una parada de replicación y la unión de 
G38P a una región ori. Esta unión podría provocar un colapso de la horquilla de 
replicación, con consecuente rotura de la doble cadena de DNA. Es nuestra hipótesis que 
en este momento actuarían las proteínas G34.1P y G35P, que podrían ser reclutadas en la 
región ori a través de la interacción entre G38P y G35P, y quizás la proteína G35P podría 
desplazar a G38P de la región ori. Para determinar si la proteína G38P se requiere para 
ensamblar la replicación tipo σ desde una rotura de doble cadena, disponíamos del 
mutante en G38P termosensible (ts3B) y hemos infectado con este mutante el cultivo de 
B. subtilis que lleva integrado en el cromosoma la endonucleasa SceI y su sitio de corte 
en el plásmido pBT233. Al infectar con el fago mutante a 50 ºC esta cepa, no se detectó 
replicación masiva sin embargo, al hacer el control de infección con el fago silvestre a   
50 ºC se detectó una atenuación de la replicación tipo σ respecto a la que se había 
observado realizando el experimento a 37 ºC (datos no mostrados). Por lo tanto, el 
resultado obtenido con el mutante termosensible ts3B no se ha considerado indicativo en 
cuanto es posible que la endonucleasa SceI no tenga la misma actividad catalítica a 50ºC. 
Sin embargo no se descarta que la proteína G38P pueda tener un papel indispensable para 
la replicación concatemérica, ya que in vitro se ha demostrado que el cargado de la 
helicasa G40P de SPP1 en el DNA se debe a esta proteína (Seco, et al., 2013). 
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Nuestros resultados revelan para los orígenes oriL y oriR y la proteína G38P un papel 
clave en el cambio de replicación. Sin embargo, otra proteína esencial para la formación 
de DNA concatemérico es G35P. Los resultados muestran que la replicación 
concatemérica requiere una región ori, y en la Figuras 13 y 14 se observa que a falta de 
la acción de la proteína recombinasa, ninguna otra proteína viral o celular es capaz de 
ensamblar una replicación dependiente de recombinación. Es nuestro postulado que la 
supuesta interacción entre G38P y G35P tenga un papel clave en el cambio de replicación  
de tipo θ a tipo σ debido a que la proteína G35P podría actuar desplazando la proteína 
G38P del origen. 
 
 
5.3. Proteínas de recombinación de SPP1 implicadas en 
replicación 
 
5.3.1 La proteína G36P 
 
Las proteínas tipo SSB están implicadas en los procesos de replicación, recombinación y 
reparación de DNA. Se desconocía si el bacteriófago SPP1, para la replicación de su 
DNA, utiliza su propia proteína de unión a cadena sencilla G36P, la proteína SsbA del 
huésped, o ambas. Ensayos in vitro han demostrado que para la replicación concatemérica 
la maquinaria de replicación puede utilizar ambas proteínas (Seco, et al., 2013). Sin 
embargo, lo ensayos realizados in vivo indican que el dominio C-terminal de la proteína 
SsbA, que es esencial para la replicación de la bacteria, no se requiere para la replicación 
in vivo de SPP1. Por lo tanto, o bien SPP1 podría utilizar cualquiera de las dos proteínas 
de unión a cadena sencilla, o bien la proteína G36P podría ser la única proteína de unión a 
cadena sencilla que actúa en el replisoma de SPP1. Al no tener un mutante de SPP1 en la 
proteína G36P no hemos podido descartar ninguna de estas dos hipótesis.  
G36P es una proteína de 17 kDa.  Se sabe que la mayoría de las SSBs con peso molecular 
similar forman tetrámeros, como las SSB de E. coli y del fago P1 (Bendtsen, et al., 2002). 
Sin embargo, también se han descrito SSBs diméricas en Thermus Thermophilus, 
Thermus aquaticus y Deinococcus radiodurans (Dabrowski, et al., 2002, Eggington, et 
al., 2004), SSBs monómericas en virus (T4, gp32 o P5) y en arqueas (Kelly, et al., 1998, 
Miller, et al., 2003) y por último SSBs que forman un homotrímero como en el caso de 
	  	  
RPA en eucariotas (Brill & Stillman, 1991). El análisis bioquímico ha demostrado que 
G36P y los mutantes de deleción ΔC9, ΔC15, y ΔC21 forman tetrámeros en solución 
(Figura 17 y 19) según la técnica utilizada. El dominio C-terminal de la proteína G36P, 
al igual que el dominio C-terminal de la proteína SSB de E. coli, no está involucrado en 
el mantenimiento del homotetrámero (Raghunathan, et al., 1997). G36P y los mutantes de 
deleción construidos son capaces de unir un DNA de cadena sencilla de 114 nt formando 
en un gel de retraso dos complejos bien definidos (Figura 20 y 21), que corresponderían 
a la unión de uno y dos tetrámeros al DNA, lo que indicaría que al igual que SSB de E. 
coli, un tetrámero de G36P cubre unos 60 nt. La proteína SsbA de B. subtilis forma con 
DNA de cadena sencilla de más de 60 nt complejos estables (Yadav, et al., 2012), al igual 
que la proteína SSB de E. coli (Meyer & Laine, 1990). A diferencia de SSB de E. coli la 
proteína G36P, bajo las condiciones probadas, no forma un complejo estable con un DNA 
de 80 nt, ya que solo el alrededor del 20% de los complejos se mantienen tras la adición 
de un competidor. Además, los mutantes de deleción de G36P forman con el sustrato de 
cadena sencilla un complejo aún menos estable (Figura 22). Conforme aumenta el 
tamaño de la deleción se observa una disminución de la estabilidad del complejo DNA-
proteína, resultando el mutante ΔC21, el más inestable. En E. coli se ha publicado que la 
deleción del extremo C-terminal de SSB (últimos 35 aa), desplaza el equilibrio hacia el 
modo de unión altamente cooperativo (SSB)35, donde 35 nucleótidos interaccionan con 
dos monómeros de SSB (Roy, et al., 2007), además se ha descrito que este mutante 
demuestra una mayor afinidad de unión para el DNA de cadena sencilla y una mayor 
capacidad de desestabilización de la hélice en comparación con la proteína nativa (Meyer 
& Laine, 1990).  
En otros sistemas como E. coli y B. subtilis la proteína de unión a cadena sencilla 
interacciona y modula la actividad de varias proteínas implicadas en la replicación y en la 
recombinación del DNA. Hasta el momento se ha demostrado que SSB de E. coli 
interacciona a través del dominio C-terminal acídico con 14 proteínas (Shereda, et al., 
2008), mientras la SsbA de B. subtilis interacciona a través del mismo dominio con 12 
proteínas (Costes, et al., 2010).  
Las proteínas de replicación para las que se ha observado una interacción con SSB de E. 
coli hasta el momento son: DnaG y la subunidad χ del cargador del factor de procesividad 
(Kelman, et al., 1998). En B. subtilis el complejo DnaX está formado por la subunidades 
τδδ’, y la presencia de la subunidad χ no es evidente en bacterias Gram-positivas (Noirot-
Gros, et al., 2002). Se sabe que SSB de E. coli interacciona con la proteína DnaG 
primasa, siendo la interacción mediada por los dominios C-terminales de ambas proteínas 
(Naue, et al., 2013). Además se ha demostrado que la presencia de SSB refuerza la 
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asociación entre la primasa y los cebadores de ARN sintetizados por esta (Yuzhakov, et 
al., 1999). La interacción χ -SSB destruye la interacción entre la primasa y los cebadores 
de RNA, permitiendo que se produzca la unión de la subunidad γ (cargador del anillo) al 
híbrido DNA-RNA (Yuzhakov, et al., 1999). Finalmente SSB interacciona, a través del 
dominio C-terminal, con la helicasa PriA y estimula su actividad (Cadman & McGlynn, 
2004). Hemos demostrado, que en las condiciones probadas, la proteína G36P 
interacciona fuertemente con dos proteínas implicadas en la replicación. G36P 
interacciona fuertemente con la helicasa replicativa G40P (Figura 24), codificada por el 
bacteriófago SPP1, y con la proteína τ codificada por B. subtilis (Figura 28). Este 
resultado podría indicar que en B. subtilis donde no es evidente la presencia de las 
subunidades χ y γ, la interacción entre la proteína de unión a cadena sencilla SsbA y el 
cargador del factor de procesividad se podría dar a través de la subunidad τ.  
La interacción entre G36P y G40P o τ no está mediada por el dominio C-terminal de 
G36P, sin embargo, los últimos 21 aminoácidos del dominio C-terminal de G36P podrían 
ser responsables de la débil interacción entre G36P y G38P (Figura 25). Puesto que el 
dominio C-teminal acídico Asp-Phe-Asp-Asp-Asp-Ile-Pro-Phe de la proteína SSB de E. 
coli está muy conservado entre las proteínas tipo SSBs (Lu & Keck, 2008), y puesto que 
este dominio en muchos sistemas es responsable de las interacciones con las proteínas del 
replisoma (Shereda, et al., 2008), era de esperar que, por similitud de secuencia, el 
dominio C-terminal G36P fuese responsable de las interacciones proteína-proteína 
detectadas. Los resultados obtenidos mediante ensayos de precipitación con sulfato de 
amonio contrastan esta hipótesis y nos indican que la proteína G36P interacciona con 
varias proteínas implicadas en la replicación a través de un dominio aún no identificado.  
Aunque los mutantes de G36P tengan una actividad bioquímica parecida a la de la 
proteína silvestre, las mutaciones en el dominio C-terminal de G36P afectan a la 
replicación in vitro de SPP1 (Figura 29). Reconstituyendo el replisoma de SPP1 in vitro 
y sustituyendo la proteína G36P silvestre por los mutantes de deleción de G36P, se 
observó una síntesis inferior de DNA, incluso menor a la que se observa en presencia de 
G36P, lo que viene a decir que el extremo carboxilo de G36P se necesita para que la 
horquilla de replicación progrese. Probablemente los nueve últimos aminoácidos de 
G36P, como se ha visto para SsbA de Bacillus subtilis, están involucrados en la 
interacción de G36P con otra/otras proteínas del replisoma no ensayadas en esta tesis 
(DnaE, por ejemplo) cuya interacción sería necesaria para la replicación, o bien la 
replicación estaría afectada por la menor estabilidad del complejo DNA-proteína tipo 
SSB. Recientemente se ha publicado que la proteína SsbA y DnaE de B. subtilis 
interaccionan (Rannou, et al., 2013). 
	  	  
La función de las proteínas de cadena sencilla es principalmente proteger el DNA de 
cadena sencilla de la degradación y mediar la interacción con otras proteínas. Durante la 
iniciación de la replicación probablemente G36P es una de las primeras proteínas que se 
sitúa en el complejo abierto y no se puede descartar que G36P actúe como una proteína 
desestabilizadora de la hélice ayudando a G38P a que el complejo abierto se extienda. Sin 
embargo, la falta de estabilidad entre el complejo DNA-proteína podría llevar a interferir 
en la elongación del DNA, puesto que las regiones de cadena sencilla no estarían 
correctamente protegidas y que las cadenas recién desanilladas por la helicasa replicativa 
se podrían volver a anillar. No existen mutantes de SPP1 en el dominio C-terminal de 
G36P, por lo tanto no sabemos si in vivo el dominio C-terminal de esta proteína es 
esencial, sin embargo se ha comprobado in vitro que la replicación puede ser llevada a 
cabo en presencia de G36P como única proteína de unión a cadena sencilla. 
Respecto a las proteínas de recombinación que interaccionan con G36P, se había 
demostrado anteriormente que la proteína G36P interacciona con la proteína recombinasa 
G35P (Ayora, et al., 2002) y en este trabajo mediante precipitación con sulfato amónico 
se ha comprobado esta interacción (Figura 31), lo que se discutirá posteriormente. Por 
último hemos demostrado que la proteína G36P interacciona con la resolvasa G44P. La 
proteína SSB de E. coli interacciona también con proteínas implicadas en la 
recombinación del DNA, como por ejemplo las helicasas RecQ (Shereda, et al., 2007) y 
RecG (Lecointe, et al., 2007), con la exonucleasa RecJ (Han, et al., 2006) y con el 
mediador RecO (Umezu & Kolodner, 1994). Además en B. subtilis se ha demostrado que 
la proteína SsbA interacciona con las helicasas RecS y RecQ (Costes, et al., 2010), 
homólogas a la proteína RecQ de E. coli. Hasta el momento, no se han estudiado en otros 
sistemas posibles interacciones entre proteínas de unión a cadena sencilla y proteínas 
resolvasas de estructuras de Holliday y el significado de la interacción observada entre 
G36P y G44P de SPP1 queda aún por determinar. 
Resumiendo, en esta tesis hemos demostrado que 5 proteínas, implicadas en procesos de 
replicación y recombinación de DNA, interaccionan con la proteína G36P de SPP1 y que 
la mayoría de estas interacciones no se dan a través del dominio C-terminal. El 
significado de las interacciones observadas queda en la mayoría de los casos por 
determinar, pero se podría especular que quizás la proteína G36P, al igual que la proteína 
SSB de E. coli, sea la proteína encargada de organizar y modular la interacción entre las 
numerosas proteínas que constituyen el replisoma de SPP1. 
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5.3.2 La proteína G35P 	  
La proteína G35P es una proteína de 32 kDa. Es capaz de unir DNA de cadena doble y de 
cadena sencilla y catalizar una reacción de anillamiento de cadenas entre un DNA de 
cadena sencilla circular y una cola homóloga 3’ de un DNA de cadena doble, 
independientemente de ATP (Ayora, et al., 2002). La secuencia de G35P tiene un 40% de 
identidad con la proteína RecT del profago Rac de E. coli. Las proteínas G35P, RecT y 
Redβ del fago λ pertenecen a la familia de recombinasas tipo Redβ que a su vez, se 
encuentra dentro de la superfamilia de recombinasas tipo Rad52 (Lopes, et al., 2010). 
Aún se desconoce el modo de acción de estas recombinasas y los estudios de mutagénesis 
para identificar aminoácidos esenciales son escasos y se han realizado solo con Redβ, 
cuya identidad de secuencia con G35P es baja. 
Recientemente, mediante el alineamiento de las secuencias de las proteínas que 
pertenecen a la superfamilia Rad52 se ha identificado un residuo de arginina/lisina (K152 
en Rad52 y R161 en Redβ), altamente conservado en las proteínas tipo Redβ (Lopes, et 
al., 2010). En su lugar, en las proteína RecT y G35P, se halla un residuo cargado 
negativamente (D180 en G35P) (Datta, et al., 2008). Mutando en Redβ el aminoácido 
R161 por una cisteína, la eficiencia de anillamiento de la proteína se ve afectada 1000 
veces, por lo tanto, este aminoácido cargado positivamente tiene un papel crítico en la 
actividad de la proteína (Lopes, et al., 2010). Otro estudio ha determinado mediante 
ensayos de proteólisis y protección con biotina que la proteína Redβ presenta tres 
dominios: un dominio N-terminal "core" (residuos 1-130), una región "central" (residuos 
131-177) y una región C-terminal (residuos 178-261). Según el estudio, la región C-
terminal no se requiere para la unión a DNA puesto que el mutante de deleción 1-177 une 
DNA con la misma afinidad que la proteína silvestre. El mismo estudio ha revelado que 
mutando por alanina algunos residuos de lisina presentes en la secuencia 1-177, la 
capacidad de unión a DNA se destruye en este orden de gravedad K172A> K36A> 
K69A> K11A (Wu, et al., 2006). En G35P solo los residuos K36 y K172 están 
conservados y corresponden a los residuos K48 y K190 de la proteína (Datta, et al., 
2008).  
Un estudio sobre la estructura por NMR de proteínas similares a Rad52 ha demostrado 
que las proteínas que catalizan apareamiento de cadenas homólogas (HP), que no 
requieren ATP como cofactor, como por ejemplo RecT de Rac, Mhr1 de levadura, y 
RecO de bacterias, unen DNA de cadena sencilla de forma similar a las proteínas RecA 
de E. coli y Rad51 de humanos en presencia de cofactor. La característica común de estas 
proteínas es que no unen el DNA por apilamiento de bases, sino que mediante una 
	  	  
interacción hidrófoba entre el grupo 2’ metileno de la desoxirribosa y la base siguiente 
(Masuda, et al., 2009). El mecanismo a través del cual estas proteínas catalizan el 
apareamiento no está aún muy claro. La proteína RecT parece utilizar una estrategia 
parecida a la de RecA y Rad51 dando lugar a un superenrollamiento positivo del DNA 
(Noirot, et al., 2003).  
Ha sido propuesto, por alineamiento de secuencia basado en la comparación de 
predicciones de la estructura secundaria de proteínas de diferentes fagos (RecT, Redβ, 
G35P…) y de muchas bacterias Gram positivas (Bacillus, Streptococcus, Listeria), que 
existe una estructura común para las proteínas que pertenecen a la familia RecT. El 
estudio predice que pueden existir 5 hélices α y que 3 de ellas podrían estar implicadas en 
la interacción proteína-proteína y proteína–DNA por la presencia de aminoácidos polares 
(en particular, las hélices 2, 3 y 4). En el resto de la secuencia se encuentran aminoácidos 
con carácter hidrófobo que probablemente se requieren para que las proteínas puedan 
mantener su forma globular. Finalmente, el estudio contempla la posibilidad de que dos 
residuos ácidos (D247 y E248 en G35P), altamente conservados en el dominio C-
terminal, coordinen el Mg2+, que se sabe que está implicado en la actividad de 
anillamiento de cadenas (Ayora, et al., 2002, Iyer, et al., 2002).  
En este trabajo se construyeron mutantes puntuales de la proteína G35P, sustituyendo con 
alanina tres aminoácidos polares: S76, R127 y K224 que se encuentran, respectivamente, 
en la hélice 2, 3 y 4. Además se mutó uno de los aminoácidos del dominio C-terminal 
(E248) que podría estar implicado en la coordinación de Mg2+. Según el alineamiento 
propuesto en el trabajo de Datta y colaboradores, todos los aminoácidos mutados en este 
trabajo están altamente conservados en RecT, pero solo los aminoácido S76 y R127 están 
conservados en Redβ. En el anillamiento, en la posición del aminoácido polar con carga 
positiva K224 de G35P se encuentra en Redβ un residuo polar de asparagina, mientras en 
la posición del residuo con carga negativa E248 de G35P en Redβ se halla un residuo 
apolar de leucina, al que sigue un residuo de aspártico altamente conservado. 
Mediante análisis de complementación in vivo se demostró que los mutantes S76A, 
R127A y K224A no complementan la función de la proteína G35P silvestre. A cambio, el 
mutante E248A produce solo una atenuación de la función (Tabla 8).  
El análisis bioquímico ha revelado que la mutaciones puntuales introducidas en la 
proteína G35P varían la capacidad de unión de las proteínas a DNA de cadena sencilla y 
DNA de cadena doble. La mutación en el aminoácido K224 destruye la capacidad de 
unión a DNA de cadena sencilla y a DNA de cadena doble, siendo su Kapp, en las 
condiciones probadas, respectivamente, mayor de 1 µM y 500 nM. El mutante R127A 
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muestra una afinidad menor por el DNA de cadena sencilla tanto en presencia de Mg2+, 
como en presencia de EDTA, y también resulta afectada la capacidad de unión a DNA de 
cadena doble (con una Kapp >250 nM). Esto indicaría que, como en caso de Redβ, 
aminoácidos polares cargados positivamente están involucrados en la unión de la proteína 
al DNA (Wu, et al., 2006).  
En nuestros ensayos, el mutante S76A mostró una capacidad de unión a DNA de cadena 
sencilla parecida a la proteína silvestre, pero su capacidad de unión a DNA de doble 
cadena resultó algo afectada (con una Kapp >250 nM).  
El mutante E248A muestra con el DNA de cadena sencilla y en presencia de Mg2+, una 
mayor afinidad por el sustrato frente a la proteína silvestre. Además, este tiene más 
afinidad por el DNA de cadena doble (con una Kapp ≅100 nM) y acelera la reacción de 
anillamiento entre cadenas complementarias con mayor eficiencia que la proteína 
silvestre. Estos resultados concuerdan con los ensayos de complementación in vivo donde 
se observó que la variante E248A complementa parcialmente la función de G35P (Tabla 
8). Se ha observado que las condiciones mediante las cuales las proteínas catalizan la 
reacción de invasión de cadena entre un oligonucleótido y un DNA plasmídico 
superenrollado pueden ser diferentes, aun perteneciendo a la misma familia (Ayora, et al., 
2002). Existen proteínas como por ejemplo RecT, que no requieren magnesio y proteínas 
como G35P y Rad51 que requieren diferentes concentraciones de magnesio para catalizar 
la formación de un bucle-D. Las diferencias que presentan estas proteínas en cuanto a las 
concentraciones de magnesio necesarias para la reacción se podrían correlacionar con su 
unión preferencial a DNAcd o DNAcs, y sugieren que estas proteínas pueden tener 
mecanismos de acción diferentes. Muchas proteínas de esta familia como RecT (Noirot & 
Kolodner, 1998) y Rad52 (Kagawa, et al., 2001) unen preferentemente a DNA de doble 
cadena en concentraciones de magnesio bajas o nulas, y requieren estas concentraciones 
para formar un bucle-D. G35P cataliza la formación de bucles-D a altas concentraciones 
de magnesio, cuando su afinidad para el DNA de doble cadena es tres veces menor en 
presencia de magnesio que en su ausencia (Ayora, et al., 2002). Los resultados obtenidos 
con el mutante E248A indicarían que este residuo no está involucrado en la coordinación 
de magnesio, esencial para la reacción de anillamiento. 
El análisis bioquímico ha revelado que el mutante R127A une DNA de cadena doble con 
menos afinidad (Kapp >250 nM) que la proteína silvestre y disminuye la eficiencia de 
anillamiento de la proteína (Figura 38). Este resultado sugiere que la unión a DNA de 
doble cadena podría influir sobre la actividad de anillamiento del DNA de cadena 
sencilla, aunque aún se desconoce con qué mecanismo. Si bien en el anillamiento de 
secuencia el aminoácido R127 no tiene correspondencia con el residuo R161 de Redβ, los 
	  	  
resultados parecen indicar que en G35P este aminoácido cargado positivamente podría 
tener un papel importante en la actividad de la proteína. 
 
5.3.3 La interacción entre la proteína G35P y la proteína G36P 
 
Se había demostrado anteriormente que la proteína G36P interacciona con la proteína 
recombinasa G35P (Ayora, et al., 2002) y en este trabajo, mediante precipitación con 
sulfato amónico, se ha comprobado esta interacción (Figura 31). Además, analizando los 
mutantes de G36P y de G35P se ha demostrado que estas dos proteínas no interaccionan a 
través del dominio C-terminal de G36P (Figura 32), y que los mutantes puntuales que 
llevan, según la estructura propuesta para RecT, la mutación en las hélices 3 y 4 (R127A 
y K224) siguen interaccionando con la proteína de unión a cadena sencilla. Sin embargo, 
la mutación S76A situada en la supuesta hélice 2 destruye la interacción con G36P 
(Figura 39). 
En la replicación del bacteriófago SPP1 se propone que en el cambio de replicación de 
tipo θ a tipo σ se forma un intermedio de replicación que tras su resolución, podría ser 
atacado por la exonucleasa G34.1P, dando lugar a un DNA de cadena sencilla donde la 
recombinasa G35P podría filamentar y catalizar una reacción de invasión de cadena en un 
DNA homólogo (Martinez-Jimenez, et al., 2005). Sin embargo, la proteína G36P presenta 
una afinidad por el DNA de cadena sencilla muy alta, y nuestros resultados de la Figura 
40 muestran que la recombinasa no es capaz de desplazarla. Es posible que cuando 
G34.1P comienza a degradar el DNA de cadena doble, en el producto de cadena sencilla 
se sitúe la proteína G35P, que a diferencia de G36P, puede unir DNAs de longitudes 
inferiores a 41-nt (M. Martinez Jimenez, resultados no publicados). En tal caso la 
proteína G35P ya situada, podría empezar a filamentar sin competir con G36P. En otros 
sistemas se ha descrito que exonucleasas 5'-3', como por ejemplo RecE y Redα, digieren 
el DNA de doble cadena dejando una cola 3’ en la cual las proteínas recombinasa RecT y 
Redβ, con las cuales interaccionan respectivamente, pueden filamentar (Muyrers, et al., 
2000, Vellani & Myers, 2003, Martinez-Jimenez, et al., 2005). Debido a la baja 
solubilidad de la proteína G34.1P no se pudo analizar su posible interacción con G35P. 
En el caso que la proteína G36P esté unida al DNA, ha de abandonar el sustrato para 
permitir que G35P filamente en el DNAcs y promueva el intercambio de cadenas. En este 
caso, G36P al proteger el DNA de cadena sencilla podría redirigir la actividad de G34.1P 
hacia sustratos de DNA de cadena doble que dejen una cola 3’ para que G35P filamente.  
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Los resultados obtenidos in vitro indican que G36P facilita la unión de G35P a DNA de 
cadena sencilla cuando se añade a la reacción después de la recombinasa (Figura 40). Sin 
embargo, las dos proteínas no se acomodan juntas en la misma molécula de DNA 
(Figura 42). Este resultado implicaría que las proteínas forman con el DNA dos 
complejos independientes y que G36P, probablemente ayuda el cargado de G35P 
resolviendo en las moléculas de DNA de cadena sencilla las estructuras secundarias que 
pueden generarse.  
El complicado mecanismo a través del cual las recombinasas (como por ejemplo: UvsX, 
RecA, Rada, Rad51, Dmc1) se cargan sobre un sustrato de DNA de cadena sencilla 
cubierto de proteínas tipo SSB (como gp32, SSB/SsbA, RPA) se conoce con detalle  
únicamente en algunos sistemas (Beernink & Morrical, 1999, Sung, et al., 2003, Cox, 
2007) donde se han descrito proteínas mediadoras que pueden facilitar la unión de la 
recombinasa al DNA de cadena sencilla al interaccionar y desplazar del DNAcs a la 
proteína tipo SSB. Es el caso de UvsY, en el fago T4, de RecOR/RecO, en bacterias y de 
Rad52 en eucariotas (Beernink & Morrical, 1999, Sung, et al., 2003, Cox, 2007, 
Manfredi, et al., 2008). En el caso de SPP1, actualmente no se conoce ningún mediador.  
En este trabajo se ha demostrado que la proteína G36P, aunque tenga una afinidad por el 
DNA de cadena sencilla muy alta (Kapp= 0,2 ± 0,2 nM), y a diferencia de otras proteína 
tipo SSBs (Yadav, et al., 2012), forma con un sustrato de 80-nt un complejo que se 
mantiene solo en el orden del 20% tras la adición de un DNA competidor. La baja 
estabilidad del complejo DNA-proteína podría por lo tanto conllevar al desplazamiento 
de G36P hacia otro sustrato favoreciendo la unión de G35P al DNA. Sin embargo, en 
ensayos de competición se ha observado que la proteína G35P no es capaz de desplazar la 
proteína G36P de un DNA de 114-nt con el cual se incubó previamente, por lo tanto, es 
probable que la proteína G36P forme complejos más estables con DNAs de longitud 
mayor a 80-nt (M. Martinez Jimenez, resultados no publicados). Esta hipótesis también 
puede ser avalada por el resultado obtenido en la reacción de anillamiento en la Figura 
43, donde se observa que G36P inhibe la reacción de anillamiento de cadenas 
complementarias catalizada por G35P, si se añade a la reacción antes que G35P. En la 
reacción se consideró que al igual que SSB, G36P cubre con un homotetrámero alrededor 
de 60 nucleótidos de un DNA de cadena sencilla, por lo tanto para cubrir totalmente el 
DNA se requiere 6 nM de G36P. Aún a concentraciones no saturantes de G36P, G35P no 
es capaz de desplazar a la proteína de unión a cadena sencilla del DNA. Por tanto no se 
descarta que para desplazar la proteína G36P del DNA in vivo, la proteína G35P necesite 
un mediador actualmente no identificado. 
	  	  
Se sabe que la proteína G36P estimula la actividad de intercambio de cadena de la 
recombinasa G35P, en presencia de la proteína G34.1P (Martinez-Jimenez, et al., 2005) y 
en esta tesis se demostró que la proteína de unión a cadena sencilla no es capaz de 
incrementar el anillamiento de cadenas complementarias catalizado por la proteína G35P. 
Además, los resultados indican que cuando a la reacción se añade primero la proteína 
G36P, la proteína G35P no es capaz de desplazar a la proteína de unión a cadena sencilla 
(Figura 43) y se inhibe por completo el anillamiento de DNA. Por lo tanto los resultados 
anteriormente publicados podrían revelar que G34.1P tiene un papel como mediador y 
que podría ayudar a G35P a desplazar a la proteína G36P del DNA de cadena sencilla. 
Otra posibilidad es que la proteína mediadora sea G38P. Los resultados presentados 
indican que esta proteína interacciona débilmente con G36P (Figura 25) y los datos 
obtenidos in vivo sugieren que podría existir una interacción con G35P. Además se ha 
observado en el sistema de replicación in vitro que altas concentraciones de la proteína 
G36P (270 nM) inhiben la replicación de la cadena retrasada (Figura 29), sin embargo 
resultados no publicados indican que los niveles normales de replicación se recuperan 
cuando a la reacción se añaden concentraciones crecientes de G38P (Elena Seco, 
comunicación personal). Por lo tanto no se descarta que in vivo la proteína G38P pueda 
desplazar la proteína G36P del DNA de cadena sencilla y favorecer el cargado de G35P. 
En otros sistemas se conocen proteínas mediadoras que promueven la unión de las 
recombinasas a DNAs de cadena sencilla. En el bacteriófago T4 la proteína UvsY ayuda 
a la recombinasa UvsX a desplazar a la proteína de unión a cadena sencilla gp32 del 
DNAcs. (Pant, et al., 2008). UvsY es capaz de unir DNAcd y DNAcs (Xu, et al., 2010) y 
se ha descrito que interacciona con gp32, con UvsX, y con el complejo 
ATPasa/exonucleasa gp46/gp47 (Bleuit, et al., 2001). En el fago λ la proteína Orf 
complementa la función del sistema mediador RecFOR de E. coli in vivo (Sawitzke & 
Stahl, 1992), y favorece la filamentación de la proteína RecA bacteriana sobre un DNA 
de cadena sencilla revestido con SSB. Orf interacciona con la proteína SSB de E. coli 
(Curtis, et al., 2011), sin embargo, aún no se ha demostrado si Orf desempeña algún papel 
en la modulación de la proteínas Redα-Redβ. En bacterias también se ha observado que el 
complejo mediador RecO/RecOR ayuda a la proteína RecA a superar el efecto inhibidor 
ejercido por SsbA (Ayora, et al., 2011). 
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5.3.4 La proteína G44P 
 
Cuando se publicó la secuencia completa del genoma de SPP1, se asignó una función a la 
mayoría de los 53 genes predichos (Alonso, et al., 1997). Sin embargo, la función de 
algunos ORFs quedaba aún desconocida. Se encontró que uno de los genes con función 
desconocida, el gen 45 parecía ser una proteína tipo RusA pero truncada. El gen 45 
codifica por una proteína de sólo 59 aminoácidos que parece haber perdido el dominio N-
terminal de proteínas tipo RusA (Bolt, et al., 2000). Después de haber demostrado que 
existía un error en la secuencia publicada (Figura 44), hemos mostrado que SPP1 
codifica un polipéptido de 27,5 kDa que se nombró G44P. 
Como RusA de E. coli, G44P es una resolvasa, que en solución forma un dímero, y que 
es capaz de unir y cortar intermedios de replicación en presencia de Mg2+. A diferencia de 
la proteína RusA de E. coli que une DNA de cadena sencilla con más afinidad que el 
DNA de cadena doble (Chan, et al., 1998), la proteína  G44P une débilmente DNA de 
cadena sencilla y su capacidad de unión a DNA de doble cadena es 5-10 veces menor 
comparando con la capacidad de unión a estructuras ramificadas (Figura 46). 
En este trabajo, se analizó la especificidad de corte de la proteína G44P. Mientras la 
proteína RusA de E. coli corta específicamente estructuras de Holliday, preferentemente 
en el punto de intersección de las ramas el dinucleótido CC en 5’ (Chai, et al., 1993, 
Chan, et al., 1998, Macmaster, et al., 2006), la proteína G44P corta tanto estructuras de 
Holliday, como bucles-D procesados, en ambos casos con una especificidad de secuencia 
no muy estricta. Además a diferencia de RusA de E. coli que no corta estructuras de 
Holliday estáticas, se observó que G44P corta de forma simétrica y eficientemente las 
estructuras de Holliday móviles probadas (HJ-23M en Figura 47). Queda por determinar 
a qué se deben estas diferencias entre ambas resolvasas. La proteína G44P es más grande 
que otras proteínas tipo RusA identificadas hasta el momento (Pfam 05866). RusA de E. 
coli es una proteína pequeña, formada por dos monómeros de 14 kDa. A cambio, la 
proteína G44P, que también es un dímero en solución, contiene una región adicional de 
13 kDa en la región N-terminal, cuyo papel sigue siendo desconocido. Se postula que este 
dominio N-terminal pueda determinar algunas de las diferencias observadas en este 
trabajo.  
 
 
	  	  
5.4 El modelo de inicio de la replicación concatemérica 
 
El bacteriófago SPP1 es uno de los virus más estudiados del filo de los Firmicutes. Una 
de las características más interesantes de este fago es su proceso de replicación. Teniendo 
en cuenta la bibliografía citada y los datos obtenidos in vivo y in vitro en este trabajo se 
propone un modelo para explicar el mecanismo de inicio de la replicación concatemérica 
(Figura 49). 
 
1. El fago posee dos orígenes de replicación oriL y oriR, que se encuentran a una 
distancia de 12 kb (Missich, et al., 1997). La replicación empieza mediante un 
mecanismo θ desde oriL o desde oriR. 
2. Tras una o más rondas de replicación, la proteína G38P, fuertemente unida, o 
bien a oriR, o bien a oriL, bloquea la progresión de la horquilla de replicación 
procedente del otro origen y la invierte, quedando anilladas las cadenas recién 
replicadas de las hebras líder y retrasada, formando, de tal manera, una estructura 
de Holliday (Seigneur, et al., 1998). La replicación tipo θ por lo tanto queda 
bloqueada (Alonso JC, 2006) (Etapas 1-2 A de la Figura 49) .  
3. Tras la parada de la horquilla de replicación de DNA, la replicación se reanuda a 
través de procesos de recombinación homóloga. 
4. La resolución de la estructura de Holliday podría ser llevada a cabo por la 
resolvasa G44P que generaría un DNA de doble cadena con un extremo libre 
(Helleday, et al., 2007). En éste actuaría la proteína exonucleasa G34.1P, 
degradando una hebra del DNA en dirección 5’-3’(Martinez-Jimenez, et al., 
2005) y dejando libre en la cadena complementaria el extremo 3’OH donde la 
proteína G35P puede filamentar (Etapas 3-5 A de la Figura 49). 
5. La recombinasa G35P filamenta en este intermedio y promueve la invasión de 
cadena en otra molécula de DNA superenrollado de SPP1, llevando a la 
formación de un bucle-D, tal como se ha comprobado in vitro (Ayora, et al., 
2002).  
6. En este bucle-D, debido a la interacción de la proteína G35P con G36P y G40P se 
carga el nuevo replisoma. Además, la proteína G36P podría reclutar nuevamente 
la proteína G38P que según ensayos in vitro se requiere para el correcto cargado 
de la helicasa G40P (Seco, et al., 2013). La proteína τ del huésped podría ser 
reclutada o bien a través de la interacción con G36P, o bien a través de la 
interacción con G40P (Martinez-Jimenez, et al., 2002). Una vez reclutadas las 
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proteínas de SPP1 y las proteínas del huésped necesarias, se empieza la síntesis 
de la cadena líder y de la cadena desplazada. 
 
Como ya describimos en la introducción, se propusieron dos modelos para generar DNA 
concatemérico desde un bucle-D en SPP1. En el primer modelo (en la Figura 49, 1B), 
una vez restablecida la replicación en el bucle-D, creemos que la proteína G44P podría 
cortar específicamente la estructura bucle D-replicada (Martinez-Jimenez, et al., 2005, 
Zecchi, et al., 2012) La síntesis de DNA concatemérico se reanudaría mediante un 
mecanismo de replicación semiconservativo a partir del extremo 3’-OH generado, de 
forma similar al mecanismo de círculo rodante utilizado por algunos plásmidos (Khan, 
2005). 
En el segundo modelo propuesto (Figura 49 1B’), una vez restablecida la replicación 
como se indica anteriormente, debido a la extrusión del DNA de nueva síntesis y por 
migración de la burbuja de replicación, la síntesis de DNA seguiría con un mecanismo de 
replicación conservativo dando lugar a un DNA concatemérico (Formosa & Alberts, 
1986). Según este modelo por lo tanto, la acción de la proteína G44P no se precisaría en 
esta segunda etapa. 
  
	  	  
 
Figura 49. Modelos de iniciación de la replicación concatemérica en SPP1. A G38P produce 
una parada de la horquilla de replicación y la generación de roturas de doble cadena. 1, G38P 
(óvalos grises) unida a una región ori detiene la progresión del replisoma (óvalos blancos). 2, 
Regresión de la horquilla de replicación y formación de una estructura de Holliday. 3, La 
endonucleasa G44P (tijeras) podría cortar la estructura de Holliday dando lugar a una rotura del 
DNA de doble cadena. 4, La exonucleasa 3’-5’ G34.1P (comecocos) procesa el extremo. 5, La 
recombinasa G35P (óvalos rojos) filamenta sobre el extremo 3’ de DNA de cadena sencilla (el 
extremo 3’ se indica con una flecha). A partir de este sustrato se sugieren dos modelos de 
iniciación de la replicación concatemérica. B. Modelo de iniciación de la replicación 
concatemérica tipo σ. 1, La recombinasa G35P promueve la invasión de cadena en una molécula 
de SPP1. 2, Se recluta el replisoma y el extremo 3’ de la cadena invasora se utiliza como cebador 
para la síntesis del DNA. G35P abandona el sustrato. 3, G44P podría cortar el bucle D replicado. 4 
y 5, La reorganización de las cadenas y sellado por ligasa podrían generar el sustrato apropiado 
para una replicación concatemérica, tipo σ, mediante un mecanismo semiconservativo. B’. Modelo 
de iniciación de la replicación concatemérica por migración de burbuja. Los pasos 1’ y 2’ son 
comunes en ambos modelos. 3’ y 4’, La migración de la burbuja de replicación y la extrusión del 
DNA de nueva síntesis permiten que la replicación del DNA se lleve a cabo con un mecanismo 
conservativo, sin necesidad que una endonucleasa específica catalice un corte en la estructura 
bucle-D. En B y en B’ el molde de DNA se muestra en negro, y el DNA de nueva síntesis en 
amarillo 
 
.
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6. CONCLUSIONES 
 
Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 
 
1. La proteína G38P une los dos orígenes de replicación oriL y oriR y los aparea. 
G38P podría ser responsable del inicio de la replicación y de su regulación. 
 
2. La región oriR es un origen de replicación in vivo. La replicación dependiente de 
recombinación puede comenzar a partir oriL o a partir de oriR si existe 
previamente una parada de la replicación. A continuación la proteína G35P, 
probablemente mediante la interacción con G38P cataliza la invasión de cadena 
del DNA promoviendo el cambio de replicación de tipo θ a tipo σ. Las proteínas 
G35P y G38P son esenciales para la replicación dependiente de recombinación 
del DNA. 
 
3. La replicación concatemérica puede dispararse tras una rotura de la doble cadena, 
en ausencia de un origen de replicación propio del fago.  
 
4. El dominio C-terminal de la proteína G36P confiere estabilidad al complejo 
DNAcs-proteína y, en un sistema de replicación in vitro, se requiere para que la 
horquilla de replicación progrese; sin embargo no es esencial, ni para la 
tetramerización de la proteína, ni para la unión de la proteína al DNA. 
 
5. La proteína G36P interacciona fuertemente con la helicasa replicativa G40P, con 
la recombinasa G35P y con la subunidad τ del holoenzima polimerasa y estas 
interacciones no se dan a través del dominio C-terminal de la proteína de unión 
cadena sencilla. Existe una débil interacción entre G36P y G38P, que podría 
darse por el dominio C-terminal de G36P, y una interacción entre G36P y la 
resolvasa G44P. 
 
6. La mutación S76A de la proteína G35P destruye la interacción de la recombinasa 
con la proteína G36P. La arginina 127 de G35P está involucrada en la unión de 
DNA de cadena doble y en el anillamiento de DNA. El residuo lisina 224 de 
G35P es esencial para la unión a DNA de cadena doble y de cadena sencilla. 
 
	  	  
7. La proteína G36P facilita el cargado de G35P resolviendo en las moléculas de 
DNA de cadena sencilla la estructuras secundarias que pueden generarse, pero 
G35P no es capaz de desplazar a G36P del DNA de cadena sencilla y requiere 
probablemente un mediador. 
 
8. La proteína G44P es un polipéptido de 27,5 kDa que se presenta como un dímero 
en solución.  
 
9. La proteína G44P une preferentemente y corta, en presencia de Mg2+, tanto 
estructuras de Holliday como bucles-D procesados con una especificidad de 
secuencia no muy estricta. 
 
10. En el mecanismo de cambio de replicación de tipo θ a tipo σ se propone la 
formación de una estructura de Holliday, cuya resolución podría ser llevada a 
cabo por la resolvasa G44P. En el DNA lineal generado actuarían las proteínas 
G34.1P y G35P, que llevarían a la formación de un bucle-D donde el replisoma 
se ensamblaría de nuevo.  
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ABREVIATURAS 
aa: aminoácido  
BSA: seroalbúmina bovina (del inglés, siglas Bovine Serum Albumin)  
c.p.m.: cuentas por minuto  
DNA: ácido desoxiribonucleico  
dNTP: desoxiribonucleótidos trifosfato  
rNTP: ribonucleótidos trifostato 
DTT: ditiotreitol 
EDTA: ácido etilen diamino tetraacético  
h: horas 
IPTG: isopropilo-β-D-tiogalactósido  
Kapp: Constante de unión aparente (concentración de proteína que da lugar a una saturación del 
50% del DNA)  
LB: medio de cultivo Luria Bertani  
min: minuto  
moi.: multiplicidad de infección (del inglés, siglas multiplicity of infection)  
OD: densidad óptica (del inglés, siglas Optical Density)  
ORF: fase de lectura abierta (del inglés, siglas Open Reading Frame)  
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, siglas Polymerase Chain Reaction)  
PEI: polietilenimina   
RNA: ácido ribonucleico  
rpm.: revoluciones por minuto 
PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida (del inglés, siglas PolyAcrilamide Gel 
Electrophoresis) 
SDS: dodecil sulfato sódico (del ingles, siglas Sodium Dodecyl Sulphate) 
wt: tipo salvaje o silvestre (del inglés, siglas wild type) 
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